
 أ
 

 

 

 

 

 






 ب
 

 

علوم پزشکی قزوین دانشگاه



دانشکدهپیراپزشکی



بیوتکنولوژیپزشکیپایاننامهجهتدریافتدرجهکارشناسیارشدرشته







عنوان



 Neuralروی تمایز الیگودندروسیتی سلول های  miR-184 بررسی اثر

progenitor stem cells(NPSC)  به منظور سلول درمانی بیماریMS  

 

 

 

 

یدراهنمااسات

دکترفرزادرجاییودکترفاطمهکوهکنکهنگی





اساتیدمشاور

دکترنعمتاللهغیبیودکترمحمدصالحی





نگارنده

نگینافرنگ





1395تیرماه





 ج
 

 سپاسگزاری: 

 
و ستایش از آن خداوندی است که بنده کوچکش را در دریاای بککانان اندی،اه      سپاس

ز دریچه اندی،ه های ناا  آووزااارانب با ره باه ت ا اا      قطنه ای ساخت تا وسعت آن را ا
بنده ناوازی هاایش یایاان ناواه  اهان باه انیاا  رساکده                ن،کند. لذا اکنون که سایه سار 

ب راوارانب را باه ااا آور  کاه ااان دسات      ز است  بنخود   لاز  وب دانم تا وناتب سپاس ا
  ب رسکد.یاریگن ان نبود  هنا  این یایان ناوه به انیا  ن

فاط ه کوه کن کهنگب و انا  آقای دکتن د انانقدر  سنکار خانم دکتن اتکابتدا از اس
 که ز  ت راهن ایب این یایان ناوه را به عهده دا تند ک ال سپاس را دار .فنزاد راایب 

 انا  آقای دکتن نع تالله غکبب و انا  آقای دکتن وح د صالحبد عالب قدر  کتااز اس
 ره این یایان ناوه را وتح ل  دند  ص ک انه ت،کن وب کنم.که ز  ت و،او

 
سپاس آخن را به وهنبانتنین ه ناهان زنداکم  به یدر و وادر ع ی   تقدیم وب کنم که 

  ضور ان در فضای زنداکم وصداق بب ریای سخاوت بوده است.
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 67 ................................................................ باشد.یمNkx2.2یبادیباآنت184

نمونهکنترلویروLingo-1, Sox-1, Bcl2L1یهایبادیآنتینشاندهندهبررس-22-4شکل 

وچاهکmiR-184سلولترانسداکتشدهاست.الف(چاهکاولودومنمونهترانسداکتشدهبا

باشد.ب(چاهکاولودومنمونهترانسداکتشدهبایمβ-actinیبادیآنتیسومنمونهکنترلبرا

miR-184یبادیآنتیرلبراوچاهکسومنمونهکنتLingo-1باشد.ج(چاهکاولودومیم

باشدد(یمSox-1یبادیآنتیوچاهکسومنمونهکنترلبراmiR-184نمونهترانسداکتشدهبا

یبادیآنتیوچاهکسومنمونهکنترلبراmiR-184چاهکاولودومنمونهترانسداکتشدهبا

Bcl2L168 ......................................................................................باشد.یم 

شدهازشرکتیداریخر100bpی:چاهکاولنردبانژنLINGO-1ژنPCRانجام-23-4شکل

BioRonچاهکدوم،سوموچهارمنمونه،PCRشدهازژنLINGO-1900باباندbpوچاهک

 69 ..................................................................................... یپنجمکنترلمنف

،Bcl2L1ژنیشدهروPCRچاهکاولوسومنمونهBcl2L1یروPCRانجام-24-4شکل

 69 .یوچاهکچهارمکنترلمنفBioRonشدهازشرکتیداریخر100bpیچاهکدومنردبانژن

-SoxژنیشدهروPCRیچاهکاولودوموسومنمونههاSox-1یروPCR:انجام25-4 شکل

 70 یوچاهکپنجمکنترلمنفBioRonشدهازشرکتیداریخر1kbیچاهکچهارمنردبانژن1

هضمدیهضمشده،چاهکدومپلاسمدیچاهکاولپلاسمpsi-checkIIدیپلاسم-26-4  شکل

 BioRon ........................... 71شدهازشرکتیداریخر1kb ینشدهوچاهکسومنردبانژن

کلونمثبتاز12و8و4،چاهکSox-1یکلونهایروPCRیانجامکلون-27-4شکل

یکلونمنف14و13و11و10و9و7و6و5و3و2و1یوچاهکهاSox-1ژنگنیکلون

 BIORON ...................... 72شرکت1kbیچپنردبانژن15باشند.چاهکیمنگیکلوننیا

13و12و11و9و8و5هک،چاBcl2L1یکلونهایروPCRیانجامکلون-28-4شکل

نگیکلوننیایکلونمنف10و7و6و4و3و2وچاهکBcl2L1نگیکلونمثبتازکلون

 BIORON ................................. 72شرکت100bpیازچپنردبانژن1.چاهکباشندیم

و8و7و6و5و4و2ی،چاهکهاLINGO-1یکلونهایروPCRیانجامکلون-29-4شکل

و14و3یباشندوچاهکهایمLINGO-1ژننگیکلونمثبتازکلون13و12و11و10و9

 BioRon73شدهازشرکتیداریخر100bpی.چاهکاولنردبانژننگیکلوننیازایکلونمنف15



 ل
 

شکلنیباشد.درایفلورسنتمکروسکوپیمریزHEK 293Tینشاندهندهسلولها-30-4شکل

ترانسفکتشدهاندکهبانورpLentiIII-miR-184وpsi-checkII/LINGO-1سلولهاباوکتور

یشکلظاهرریتصونیشوند.ایبهصور همزمانونورفلورسنتمشاهدهمیفلورسنتومرئ

 75 ......................................... دهد.یراپسازترانسفکتنشانمHEK 293Tیسلولها

شکلنیباشد.درایفلورسنتمکروسکوپیمریزHEK 293Tینشاندهندهسلولها-31-4شکل

ترانسفکتشدهاندوبانورpLentiIII-miR-184وpsi-checkII/Sox-1سلولهاباوکتور

راپسازترانسفکتHEK 293Tیسلولهایشکلظاهرریتصونیشوند.ایفلورسنتمشاهدهم

75 .......................................................................................... دهد.ینشانم

Sox-1...............................78و Bcl2L1 ، LINGO-1بررسینتایجلوسیفرازرویژن32-4شکل


 77 ................................................ موشنیمغزجنیرو RT-PCRجینتا-33-4شکل
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 فهرست واژگان



 microRNA میکروریبونوکلئیکاسید

 SDS-PAGE سدیمدیسولفیدپلیآکریلآمیدژلالکتروفورز

 differentiation تمایز

 Expantional تکثیر

 PCR واکنش زنجیره ای پلیمراز

 Western blotting لکه گذاری پروتئین پروتئین

 DNA دئوکسی ریبو نوکلئیک اسید

 Real Time PCR واکنش زنجیره ای پلیمراز در زمان واقعی

 Human Neural Progenitor Stem CELL سلول بنیادی  پیش ساز عصبی انسانی

 Transfection ارد کردن پلاسمید به سلولو

 Transduction وارد کردن ویروس به سلول

 Transformation وارد کردن پلاسمید داخل باکتری

 Virus packaging ویروس سازی

 MS disease  بیماری مولتیپل اسکلروزیس

 Luciferase assay سنجش لوسیفراز
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 چکیده

MSیکبیماریمزمنوالتهابیاستکهدرسیستمعصبیمرکزیرخمیدهد.دراینبیمماری

سلولهایالیگودندروسیتیوآکسونهادچارآسیبمیشوند.ایننکتهقابلذکمراسمتکمهدلیمل

(OPCمشخصنشدهاست. ضورسلولهایپیشسمازالیگودندروسمیتی)MSاصلیبروزبیماری

باشدکهاینترمیمدرطمولدورههمغزی،نشانازترمیمنوا یآسیبدیدهمیدرنوا یآسیبدید

بیماریدچارنقصشدهاست.همینامرسببارائهپیشنهاداسمتفادهازایمندسمتهسملولهمابمرای

ترمیمنوا یآسیبدیدهشدهاست.اگرچهاینروشموفقیتآمیزبودهامابهدلیلکمارآییپمایینو

لانیتمایزایتدستهازسلولها،دانشمندانبهروشهایمولکولیازجملهاستفادهازمد زمانطو

ها،مولکولهایکوچکغیمرکدکننمدهایهسمتندکمهبماRNAهارویآوردند.میکروRNAمیکرو

هدفخود،نقشتنظیمیمهمیرادرفرآیندهایمتعمددسملولیmRNAشکستویامهارترجمه

(توسمطلنتمیhNPSCنمطالعهنیزسلولهایبنیمادیپمیشسمازعصمبی)بازیمیکنند.درای

بهمنظورالقایمسیرتممایزیالیگودندروسمیتی،ترانسمداکتشمدند.miR-184ویروسهای اوی

-RNA،Bcl2L1،LINGOنشاندهندهکاهشبیانژنهایهدفاینمیکمروRT-PCRنتایج

،میباشمد.درMBPوOlig2هالیگودندروسیتی،،همچنینافزایشبیانژنهایویژSox-1و1

پیروتأییدبیشترازایننتایج،آزمایشهایوسترنبلاتینگوایمونوسیتوکمیسترینیزانجمامشمد.

درنهایت،مطالعا  یوانیانجانشده،نتایجمطالعا سلولیومولکولیذکرشدهراموردتأییدقمرار

،برایالقمایمسمیرتممایزیالیگودندروسمیتیدرسملولهمایmiR-184داد.درنتیجه،استفادهاز

NPSC.میتواندروشپیشنهادیمؤثرتریواقعشود، 

،سلولهایبنیادیپیشسازعصبیانسانی،الیگودندروسمیتRNA،میکروMSکلما کلیدی:

ها،سیستمعصبیمرکزی،تمایز،ترانسداکت،تولیدلنتیویروسها
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دیدگاهبنیادینکهدرگذشتهرایجبودوعنوانمیکردکهتنظمیمپروسمههمایسملولیتنهمااز

.(Kugel and Goodrich 2012)پذیردامروزهدچارتغییرشدهاستطریقفاکتورهایپروتئینیصور می

کدشموندههمایغیمرRNAبموطبمهکشمفوتعیمینعملکمرداینتغییردیدگاهتا مدودزیمادیمر

(ncRNA)1درمکانیسمهایمختلفومهمسلولیمربوطمیشود.ازطمرفدیگمراختمراسدسمتگاه

ژنمومیپسمتاندارانرونویسمیممیDNAنشاندادبخشاعظمم2یابیباتوانعملیاتیبالاهایتوالی

 .Birney, Stamatoyannopoulos et al. 2007, Kapranov, Cheng et al. 2007, Kapranov, Willingham et al)شود

2007). 

رونویسیمیDNAآوردکهآیاتمامیرونوشتهاییکهازرویالراپیشمیاینموضوساینسؤ

درسیسمتمپسمتاندارانممیشوندعملکرددارندیابهطورسادهاینرونوشتهاخطاهمایرونویسمی

الپاسخدادهنشدهاست،امابهروشنیمشمخصگردیمدهاگرچههنوزبهطورکاملبهاینسؤباشند.

هسمتندعملکردهمایncRNAهاکهترجمههمنمیشوندودرواقمعRNAاستکهتعدادیازاین

 زودهمیشود.هاافncRNAزیستیمهمیدرسلولایفامیکنندوهرروزبرتعداداین

RNAکلیدستهدوتوانبهمیراغیرکدشوندههایncRNAمیکرومانندکوچکهایRNAهما

(miRNA)وncRNAبلندهای(lncRNA)3کهدراینپروژهرویمیکروکردبندیتقسیمRNAهما

ونحوهعملکردآنهادرتمایزسلولهایبنیادیتمرکزبیشتریشدهاست.

1- 1 micro RNAها:  

miRNAکهازنظرهستندریبونوکلئیکاسیدهاىغیرکدکنندهوتکرشمتهازگمروهجدیمدیها

 Garo and)باشممندنوکلئوتیممدمممى25-18ودارایطممولیبرابممرانممدتکمماملیمحافظممتشممده

Murugaiyan 2016). 

ممویمختلممفازقبیمملرشممد،نهمادرتنظیممپروسممههممایسمملولیوتماکنموننقمشآن

تزایممیوالتهممابمشممخصشممدهاسممایمز،متابولیسمم،آپوپتمموز،ر مو،تمسمیکلسملولی،نم

(Hadjiargyrou, Zhi et al. 2016).miRNAتنظیممبیمانژندرسمطحپمسازرونویسمی،اثمرخممودبا

ازتولیممدپروتئیممن،  mRNAامهممارترجمممهرااعمالممیکنمدبهطموریکمهبمماتخریممبویمم

از miRNA 1700 .تمماکنممونبیممشاز(Bartel 2004, Bartel 2009) آوردجلوگیمریبمهعمملمممی

شمدهاسممت ثبمت miRNA(miRBase) (htpp://www.mirbase.org) گونمهدرپایمگاهداده142

.ایمن(Kozomara and Griffiths-Jones 2011)سمتاانسمانی  miRNA هما عمددازآن1048 مدودکمه

 هامشمخصشمدهاسمت؛بممهعملاوههممرسمتکمهتنهاعملکمردبیولوژیکبرخیازآنادر المی

miRNA ًچندیمنمعممولا mRNA رامموردهمدفقرارممیدهمد(Bartel 2009).

                                           
1
 Non-coding RNA 

2
 High-through put 

3
 Long non-coding RNA 
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 ها : RNAمیکرو 1تولید زیستی 1-2

گیردکهطیسمهمر لهرونویسمی،بالغسمازیوتجزیمهصمور ممی miRNA پردازشوتکامل

ونمیور،درداخملنوا میاینتmiRNAهمایکدکننمده ژن .دهندسممرخمیدرهسمتهوسیتوپلا

 .Cummins, He et al. 2006, Kota, Chivukula et al)یمابمهصمور مسمتقلدرژنمومدیمدهمممیشمموند

2009, Macfarlane and Murphy 2010, Nugent, Miller et al. 2011, Ha and Kim 2014).رونویسممیازژن

 ,Borchert)درهسمتهانجماممممیشممود RNA Polymerase II ،توسمطmiRNAهمایکمدکننمده

Lanier et al. 2006).رونوشمتاولیمه miRNA بمهنمامPri-miRNAقطعممه، RNA تممکرشممتهای

در Aودمپلی'5همکدربههممراهکلا(کیلموجفمتبماز3تما1معممولاً)بلنمدبماطمولمتفاو 

 ,Lee, Kim et al. 2004, Saini, Griffiths-Jones et al. 2007, Garzon, Marcucci et al. 2010, Conrad)اسمت'3

Marsico et al. 2014) .Pri-miRNA پمسازتولیمددرهسمته،ممیتوانمدبمهیمکیاتعمدادبیشتری 

miRNA ماًکمهاصطلا precursor miRNA (pre-miRNA)نمامدارنممد،پممردازشوبالممغسممازی

2طکمپلکمسپروتئینمیبمهنمامکمپلکسریمزپممردازشگممرتوسم Pri-miRNA پمردازش .شمود
 

هسمتهایبمه RNAse III کهمتشمکلازنوعمیآنزیم(Macias, Cordiner et al. 2015)انجماممیشمود

 بممهنممامفاکتمموردورشممته RNA بممههمممراهپروتئیممنمتصملشمموندهبممه Drosha نممام
3
DGCR8همعمروفبم(Pasha)ممیباشممد(Denli, Tops et al. 2004, Han, Lee et al. 2004, Landthaler, 

Yalcin et al. 2004, Zeng, Yi et al. 2005, Saini, Griffiths-Jones et al. 2007, Macfarlane and Murphy 2010).

مممیشممود pre-miRNA در4سمر،موجبایجمادسماختارسمنجاقPri-miRNA کمپلکسبمابرش

(Lee, Ahn et al. 2003, Landthaler, Yalcin et al. 2004). پمسازایمنمر لمهازبمالغسممازی،مولکممول 

pre-miRNA بهوسمیله Exprotin-5 سممممنتقمملمممیشممودازهسممتهبممهسیتوپلا(Bohnsack, 

Czaplinski et al. 2004, Castilla-Llorente, Nicastro et al. 2013).

 سمممیبممهنممامسیتوپلا RNAse III سموتوسمطآنمزیمدرسیتوپلا miRNA ادامهبالغسازی

Dicer موجممبتشممکیلرصمور ممیگیرد.اینآنزیممبمابمرشسمماختارسممنجاقسم miRNA 

 ,Ketting)،میشمودmiRNA duplex نوکلئوتیدبهنمام25تما20بالمغبماطمولبیمندورشمتهای

Fischer et al. 2001, Lee, Nakahara et al. 2004, Yi, Arthanari et al. 2015, Magner, Weinstock-Guttman et 

al. 2016).سممپسدورشممتهmiRNA duplex  دویممکرشممتهآنکممهنازهمممبممازمممیشممو

یممیاطمیفرآینممدیبممهنممامبارگممذارییمماگردهم،ممیگویند5اهنمرشمتهرا  ن ماًبمهآاصطلا
6

RNA  بمهپروتئیمنArgonaute 2 (Ago2) متصلمیشموددر الیکهرشمتهمکملکمهبممهآن

میگوینمدتجزیهوتخریبمیشممود.کمپلکسممیکمهشکسممته7رشمتهسمتارهویمارشمتهمهاجر

                                           
1
 Biogenesis 

2
 Microprocessor complex 

3
 Human DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR) 

4
 Hairpin Structure 

5
 Guide strand 

6
 RNA loading or assembly 

7
 Star strand or passenger strand 
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 RNA-induced silencing complex ممپلکسکوجمبممیشممود،رام miRNA شمدنکاتالیتیمک

(RISC) کمهمهممارترجمممهایبمماواسممطهنمامداردوکمپلکسمیmiRNA  ،رابممرعهممدهدارد

micro-ribonucleoprotein complex (miRNP) ممممیباشمممد(Mourelatos, Dostie et al. 2002, 

Maniataki and Mourelatos 2005, Farazi, Juranek et al. 2008, Bronevetsky and Ansel 2013, Ohtsuka, Ling 

et al. 2015).بمهایمنترتیمب microRNA بالغتمکرشمتهایبمهکمپلکممس RISC متصمملباقممی

مممی miRNP- RISC درکمپلکممس miRNAممیپیونمدد. miRNP مانمدهوسمپسبمهکمپلکمس

1 توانمدبانا یمه
3’UTR در mRNA هدفمکملشمود.جفممتشممدنکاممملبمما mRNA ،همدف

همدفتنهماموجممب mRNA ممیشموددرصورتمیکمهجفمتشمدننسمبیبماموجمبتجزیهآن

 Gregory, Chendrimada et al. 2005, Harfe 2005, Wienholds and Plasterk)مهمارترجممهآنممیگممردد

بمهسمممت۵'،تجزیمهآناسمتکمهممیتوانمدازانتهمایRNAi آخریمنمر لهازتکاممل.(2005

،توسمممط۵'بممهسممممت۳'ویممماازانتهممای Exoribonuclease XRN2 Enzyme ،توسمممط۳'

 Nuclear Exosome وHuman Polynucleotide Phosphorylase اگزونوکلئازهمایمعممولمثمل

 نحموهبیوسممتزوتکاممل1-1درشممکل.(Davis and Hata 2009, Hu and Gatti 2011)صممور گیمرد

miRNA درسملولنشماندادهشمدهاست.
 

 
انجاممیشمود. pri-miRNA درهسمتهوبمهفمرم miRNAدهرونویسمیازژنهمایکدکننم: miRNA بیوژنمز:1-1شکل

در pre-miRNAانجمامدادهوآنرابمهفمرم pri-miRNA اولیمنمر لمهپمردازشرابمرروی Drosha-DGCR8 کمپلکمس

-pre سممتوپلاسمممنتقلمیشمود.درسیازهسمتهبهسیتوپلا Exprotin-5/Ran GTP ممیآوردکمهدرمر لمهبعمدتوسمط

miRNA توسمطآنزیمم Dicer بمهدوپلکمس miRNA پمردازشممیشمود.ازدوپلکمسmiRNA یمکرشمتهرویکمپلکمس 

RISC بارگمذاریممیشمودممیتواندبااتصمالبمه mRNA همدفموجمبتخریمبویمامهمارترجممهآنشمود(Winter, 

Jung et al. 2009)



                                           
1
 3’ Untranslated region 
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  :RNA های هدف میکرو شناسایى مولکول 1-3

باشد.ایجادتعدادهایهدفمىمولکولشناساییRNAمیکروبهمربوطمبا ثترینازمهم یکى

وتموالىمولکمولهمدفضمرورى RNAکمیجفتبازمکملبراىبرهمکنشعملکردىبینمیکمرو

شماملگیمردکمهمعممولا ممىنوکلئوتیدصور 7-6است.دراغلبموارد،ایجادجفتبازمکملدر

 ,Farazi) دگوینمممی «seed» ایننا یهوبههستند RNA میکرو’5ازانتهاى9تا2نوکلئوتیدهاى

Hoell et al. 2013).بازهاىمیکروبقیه RNA 3هماىظرفیتجفتشدنمحمدودىبماتموالى’UTR 

اجازهاتصمالبمهچنمدین  RNA دهندوهمیناتصالا گذرابهمیکرونشانمى seedمجاورجایگاه

بینمىجایگماهاىمتفاوتىبراىپمیشهاىمحاسبهدهد.ازروشمی UTR’3جایگاهدرونیدریک

امماچمونجفمتهاىکامپیوترىاسمتکهشاملالگوریتمشوددهمیاستفا RNA هاىهدفمیکرو

 RNA بینىدقیقجایگماههمدفمیکمروشدگىباتوالىهدفبهصور ناقصومحدوداست،پیش

شمدگىوبینىکنندهمولکولهدف،بمرمبنمایجفمتهاىپیشهنوزدشواراست.یکىازالگوریتم

شمودهاىمتفاو ،طرا میممیهاىگونهUTR’3در RNA–میکرو  seed فاظتشدهبودنتوالى

(Wiemer 2007).mRNAنوکلئوتیدازتوالى8-7هایىکهبهطورترجیحىباseed  شموند،جفتممى

براساسمعیارهایىمثل فاظتشدهبودنتکاملىتوالىهدفوپایدارىترمودینمامیکىبمرهمکنش

بنمدىطبقه 3UTRهاىدوطرفآندروتوالى RNA هاىصور گرفتهبینمابقىبازهاىمیکرو

 -’5 هدف،جفتشدنناقصدرنا یه mRNA:RNAازجفتشدنمیکروشوند.درنوسدیگرىمى

seed  میکرو3́گیرد،اماازطریقجفتشدنیکبازاضافىدرانتهاىصور مى RNAجبمرانممى،

منظمورمتعمددی،بمهمطالعما بیوانفورمماتیکیونمرمافزارهمای .(Voorhoeve and Agami 2007)شود

ژن1000انمد.بمرایمثمالرفتمهکمارهبم seed ازرویتموالی RNAمیکمروهمایهمدفتشمخیص

بیشازیمککهداردا تمالوجودوایناستزدهشدهتخمینانساندرصدژنوم1برای RNAمیکرو

 Bussing, Slack et al. 2008, Kanellopoulou and Monticelli).تنظمیمشمود RNAانسانتوسطمیکروژنومسوم

2008, Cho 2010, Cho 2010, Babashah and Soleimani 2011, Hanahan and Weinberg 2011, Giovannetti, Erozenci et al. 

2012) 

 Targetموردنظر،بااستفادهازنرمافزاربیوانفورماتیکیmiRNAهایهدفmRNAدراینتحقیق

scan .شناساییشدندودرآزمایشهایمختلفیبررسیشدند

 :ها RNA وزیع بافتی میکروت 1-4

سماودیگمرمایعما بمدنماننمدادرار،هایمختلف،مایعپلاهایبافتهادرسلول RNA میکرو

توسمطشمدهالقاءدههصور متصلبهکمپلکسخاموشکنناشکومایعآمنیونبهشکلپایداروب

(RISC)RNAشوند.بهاینترتیب،میکمرویافتمی RNA یمتهماازدسمترسفعال RNase همایبما

هابهشمرایطسمختمقماوم RNA بههمیندلیلاستکهمیکروشوندومنشاءداخلیمحافظتمی

شودکهدرداخلسلولانجاممی1هاییاگزوزومطههایدیگرباواسباسلول RNA تبادلمیکرو .اند

                                           
1
 Exosomes 
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تفاو استکهاینهایسلولیمتعیینشدهدرسرمورده RNAشوند.میزانمیکروبندیمیبسته

موجوددرسرم،محصولتخریبسلولتوموریاشمکل RNA باشدکهمیکروفبهایندلیلمیاختلا

بافمتوسمرم RNAهایدر الانتقالهستند.تفاو مشاهدهشدهبینمیزانمیکروفعالاگزوزوم

شود.الگویسمرمیهایبافتبهجریانخوننسبتدادهمی RNA نیزبهمکانیسمآزادسازیمیکرو

عمدمارتبماطایمنالگمویدهدهنباشدکهنشاندرسرممردانوزنانسالمیکسانمی RNA میکرو

 .(Lei, Luo et al. 2009, Ludwig, Leidinger et al. 2016) سرمیباجنسیتاست

 ها در بیماری های مختلف: RNAنقش میکرو  1-5

ایازهمادرطیمفگسمتردههاوشناساییبیانوعملکردآن RNA امروزهموضوسبررسیمیکرو

همایخمودایمنیهایمزمنوبیماریهایانسانشاملانواسمختلفسرطان،عفونت،التهاببیماری

عماتیراهما،اطلا RNA الگویبیانیبعضیمیکرو.(Dai and Ahmed 2011)موردتوجهقرارگرفتهاست

هادارایبیاناختصاصی RNA دهد.بعضیازمیکروهادردسترسقرارمیدرموردعملکردهایآن

دارنددراندامخاصیهستند،بنابرایندرایجادیا فظسرنوشتسلولیدرطولتکوینجنیناهمیت

(Sonkoly, Stahle et al. 2008, Guo, Maki et al. 2014)،باتوجهبهپراکندگیمیکرو.علاوهبراین RNA ها

نخاعیوغیره،امیدزیادیوجودداشتکهبتوانازآن-درسرموسایرمایعا بدنمانندمایعمغزی

هامانندسرطان،دیابت،اسبیماریهابهعنوانشناساگرهایزیستیدقیقیدرتشخیصزودهنگامانو

MS کاربردرسیدهاستوعمللهامروزهاینموضوستا دیبهمر وغیرهاستفادهنمودو(Dai and 

Ahmed 2011). 

 ها در سرطان: RNAنقش میکرو 1-5-1

همایمختلفمیماننمدیربیممارهماد RNA میکمروکمهاسمتشمدهمشخصگذشتهدههدودر

هایسیستمایمنی،سیستمعصبی،انواسسرطانوغیرهنقمشدارنمد.بنمابراینکشمفنقمشبیماری

همایموجمودا وازوعملکمردژنبیمانوهترشدننحها،نهتنهابهمشخص RNA تنظیمیمیکرو

رتشمخیصودرممانتوانمددکند،بلکمهممیانساندرطیتکوینورشدموجودا کمکمیلهجم

 Coolen and)یماشناسماگرهایزیسمتیکماربردداشمتهباشمد1هانیزبهعنوانبیومارکرهابیماری

Bally-Cuif 2009, Dai and Ahmed 2011, Deng, Deng et al. 2015).،ازطرفدیگر

موجمب2هاباناماختصاریآنتاگومیر RNA هایمیکروتبابهکارگرفتنآنتاگونیسدیگریمطالعا 

 ,Krutzfeldt)شموندممیهاییمانندسمرطانهایافزایشیافتهدربیماری RNA کاهشمیزانمیکرو

Rajewsky et al. 2005, Lin and Ying 2013, Deng, Deng et al. 2015). 

 ها در بیماری های خود ایمنی: RNAکرونقش می 1-5-2

مویمادرپاسممخمدرسمطحرونویسمیتوسمطفاکتمورهمایرونویسمیدرطمین miRNA بیمان

بما miRNA یماعملکممردو3اختلالدرتنظیممبیممان.لمیشمودربهسمیگنالهایمحیطمی،کنت

                                           
1
 Biomarkers 

2
 Antagomir 

3
 Dysregulation 
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وبیمماریهممایخممود1نمدهاعصمماببیماریهمایتخریمبکنقبیلمختلمفازهایریابمروزبیم

.(Kanwar, Mahidhara et al. 2010, Sonntag 2010)ایمنمیمرتبمطاسمت

اند،درسیستمعصبیهاییکهتابهامروزدرانسانشناساییشده RNA درصدمیکرو60اًتقریب

هما RNA میکمروطهکهتنظیمبیانژنبماواسمخیرنشاندادهاندشوند.تحقیقا امرکزیبیانمی

و فمظمیلمینضمروریاسمت4واولیگودندروسمیت3همایشموان،تممایزسملول2زایمیبراینورون
(Schratt, Tuebing et al. 2006, Coolen and Bally-Cuif 2009, Cohen, Lee et 

al. 2011).الگویزمانیومکانیبیانمیکرو RNA دارانمتغیراسمتو هادرسیستمعصبیمهره

 Coolen)هادرالگویتشکیلسیسمتمعصمبیاسمت RNA نقشمیکرودهدهنینموضوس،نشانا

and Bally-Cuif 2009) .  

هایعصبیویااثرشواهددیگرینیزوجودداردکهتحریکسلولشکیلسیستمعصبی،درپیت

 شمودوایمندومیکمرومی  miR-134و miR-132 درموشموجببیان BDNF دادنفاکتوررشد

RNA کنند.دراینمطالعا نشاندادهشمدهاسمتکمهدررشدزوایدعصبینقشمهمیراایفامی

 (CamKII)کالمودولین-یموجبفعالشدنپروتئینکینازوابستهبهکلسیمهایعصبتحریکسلول

 miR-134 و  miR-132سیونفاکتورهایرونویسیموجبافزایشبیانشودوآنهمبافسفریلامی

هایدیگریموجمبخودباتنظیمبیانپروتئینبهنوهاهمبهشودکهآندرجسمسلولعصبیمی

 همم.(Lee, Kim et al. 2004, Garzon, Marcucci et al. 2010)گردندزاییمیرونرشدزوایددندریتیونو

 RNA شودواینمیکرومی miR-219 موجبافزایشبیان  NMDAطهچنینتحریکنورونیباواس

 تممالمطمرحشمدهاسمتکمهشود.اینامی CamKII طهپذیرینورونباواسباعثتنظیمتحریک

miR-219 هایدرنهایتموجبتنظیمبیانگیرنده NMDA  تنظمیمنتیجمهدروسیناپسیهدرنا

 Zhao, He et al. 2010, Li and Yao 2012, Svaren)شمودپمذیریعصمبیممیتحریمک

2014). 

همایالیگودندروسمیتدرسیسمتمعصمبییوسملولهایشواندرسیستمعصبیمحیطمسلول

فمیلینبرعهدهدارندوازاینطریقنقشمهمیدرعملکمردنقشاصلیرادرساختنغلا5مرکزی

دارموجبایجادهدایتجهشمیوهایمیلیننمایند.وجودمیلیندرآکسونطبیعیاعصابایفامی

هما RNA طالعا اخیرنقشمهمیرابرایمیکروشود.مهایعصبیمیدرنتیجههدایتسریعپیام

 Dugas and)اندهایشوانوالیگودندروسیتگزارشکردهدرتکثیر،تمایزومیلینسازیتوسطسلول

Notterpek 2011).هایفاقدآنزیمموش Dicer1 کهیکآنزیمکلیدیدرتولیدمیکرو RNA باشد،می

همارادرتممایز RNA شموندوایمنموضموسنقمشمیکمروسازیممیدچارنقصشدیدیدرمیلین

 .دهدهایشوانوالیگودندروسیتنشانمیسلول

                                           
1
 neurodegenerative disease 

2
 Neurogenesis 

3
 Schwann cells 

4
 Oligodendrocyte 

5
 Central nervous system 
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دراعصمابمرکمزیهماهایشواندراعصمابمحیطمیوالیگودندروسمیتکهسلولوجودایناب

همادرایمندو RNA هایبیانوتنظیممیکرومیلینسازیرابرعهدهدارند،امابعضیجنبهفهوظی

هایمشابهیدرتمایزسملول RNA میکروا تمالاًمیدهدنوسسلولمشابهاست.اینموضوسنشان

  .(Dugas and Notterpek 2011, He, Yu et al. 2012)سازنقشداشتهباشندهایمیلین

 ،miR-138، miR-219 شامل RNA چندینمیکروبرایاثبا اینفرضیه،مطالعا متعددیروی

miR-338 ومیکمرو RNA تهعضمودسمهمای miR-17-92 انجمامشمدونشماندادهشمدهکمهایمن

شوندوباهدفقمراردادنزانزیادیبیانمیسازهایالیگودندروسیتیبهمیپیشهادرRNAمیکرو

 .Zhao, He et al. 2010, He, Yu et al)شموندهابهالیگودندروسمیتممیهایخاصیموجبتمایزآنژن

لدر فظمیلینموجبمختلشمدنهمدایتپیمامعصمبیودرغیرطبیعیویااختلاتشکیل .(2012

بنمابرایناز.(Svaren 2014)شودهایعصبیمیلدرفعالیتهایتموجبتحلیلرفتناعصابواختلان

النقشمهمیدرتنظیمبیانژندرسطوحپسهایعصبیوگلیهادرسلول RNA آنجاکهمیکرو

همایتواندزمینهرابرایبیماریهادرسیستمعصبیمیازرونویسیدارند،تغییردرمیزانبیانآن

(MS)یسجملهبیماریمالتیپلاسمکلروزازاعصابدههایتحلیلبرنعصبیمانندبیماری
فمراهم1

.نماید

ژنتیکدرتنظیمبیانژندرنظرگرفتههایاصلیاپیانیسمهابهعنوانیکیازمک RNA میکرو

همایدخیملدرتکموینهمادرتنظمیمبیمانژنشوندونشاندادهشدهکهعملکردمناسمبآنمی

دهندکهبیمانمناسمبوعا بهدستآمدهنشانمیهایایمنیضروریاست.اطلاهاوپاسخسلول

ضروری T و B هایهاوسلوللکردماکروفاژها،گرانولوسیتهابرایتمایزوعم RNA عملکردمیکرو

هابهشد برای فظهومئوستازایمنیمهماست؛پمسطبیعمی RNA هستندوتنظیمبیانمیکرو

بمهعنموانمثمال، .هایخودایمنیشودهاسببایجادبیماری RNA دربیانمیکرولاستکهاختلا

 ،نقمشI سطفعالیتغیرطبیعیمسمیراینترفمروننموسدرتنظیمایمنیذاتیتو miR-146a نقش

miR-125a توسطمهار 
2
KLF13 و 

3
RANTES هایالتهابیونقشدرپاسخmiR-21 و miR-148a 

همادر RNA اند.ازطمرفدیگمر،بمهدلیملنقمشزیمادمیکمروشناساییشده DNA درمتیلهشدن

 ،درصور عملکردنامناسباینمیکمروتمایزسلولوتنظیمایمنینهتنظیمیچندگاهایمکانیسم

RNA رودمیهایخودایمنیبالاها،پتانسیلایجادبیماری(Sonkoly, Stahle et al. 2008, Wang, Chen 

et al. 2016).
ذاتمیواکتسمابیبمرایمناسماسبمرآوردممیشمود مدودنیممیازژنهمایدخیلدرایمنمی

درچندیممنبیمماری miRNA اختلالدرتنظیمممبیممان .هسمتند miRNA تحمتکنترلوتنظیمم

گمزارششمدهsystemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, MSنظیممر ِخممودایمنممی

 Alevizos and Illei 2010, Furer, Greenberg et al. 2010, Hedrich and) اسمت

                                           
1
 Multiple sclerosis 

2
 Kruppel-like factor 13 

3
 Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 
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Tsokos 2011).بماتوجمهبمهتوانایمی بنابرایمن miRNA درتنظیمم یا ویاممر لنفوسممیت

ریهمایاممیتواندنقمشمهمیدربیمماریزایممیبیمم miRNA ،بمهنظمرممیرسمدB و T همای

 Pauley, Cha et al. 2009, Jeker and Bluestone)دخمودایمنازجملهمولتیپلاسمکلروزیسداشمتهباشمم

2010).
یندهایآیستیدرتشخیصدقیقوارزیابیفرهایزیادیبرایکشفشناساگرهایزالشچامروزه

انژندرسطوحهابهدلیلتنظیمبی RNAاعصابدر الانجاماستومیکرودهبرنالتهابیوتحلیل

هما RNA بعضمیازمیکمرو.ازطرفمیرسمندهایبسیارمهمیبهنظرممیمولکولپسازرونویسی،

همادرباشند،تغییرا درعملکردوموقعیمتآن MSتوانندشناساگرزیستیدقیقیبرایبیماریمی

هاRNAزاینمیکرووازطرفدیگرامایعا بدناینبیماران،موضوسبسیاریازتحقیقا جدیداست

 Jr Odeمیتوانبرایجلوگیریازروندپیشرفتبیماریویا تیدرمانبیماریهااستفادهکمرد)

et al., 2012)(Kacperska, Jastrzebski et al. 2015). 

(1میکمرواری)وریمزآرایمه TaqMan RT-PCR همایهایدقیقیکهبااسمتفادهازروشبررسی

هایتکاندکهبهطورمتمایزیدرسلولراشناساییکرده RNA اند،بیشازصدمیکروانجامشده

شوند.نمامونموساثمردرمقایسهباگروهسالمبیانمی MS بهایخونمحیطیبیمارانمبتلاهسته

1تأییدشدهاسمت،درجمدول MS بهبیماریهادرابتلاهاکهنقشآن RNA تعدادیازاینمیکرو

 .(Thamilarasan, Koczan et al. 2012)آوردهشدهاست

نقشدارند.MSهاکهدربیماریmiRNA:تعدادیاز1-1جدول

 اثر ن کنندهنوع سلول بیا miRNAنوع 
miR-106b سلولهایTمیانجیگریمسیرپیامکمکیوتنظیمیTGF-β 

miR-17 سلولهایB،TکمکیوTافزایشبیاندرسلولهایکشندهTکمکی

 MSبیماران

miR-18b نقشا تمالیدردورهکاهشعلایمدرسلولهایتکهستهایخونمحیطی

 MSبیماران

miR-20a سلولهایTکاهشمعنیداردربیمارانکمکیMSدرمقایسه

باافرادکنترل

miR-25 سلولهایTمیانجیگریمسیرپیامکمکیوتنظیمیTGF-β

mir-326 تنظیمتمایزسلولهایتکهستهایخونمحیطیTh-17 

miR-34a بیانمعنیداردرنوا یآسیبدیدهعصبیبافتمغز

 MSبیماران

miR-497 هایسلولB،TکمکیوTکاهشبیاندرسلولهایکشندهTکمکیبیماران
MS

-هادرکنتمرلعملکمردانمدوتلیومسمدخمونی RNA شواهداخیر،نقشضروریواساسیمیکرو

مغزی-اند.عملکردناقصسدخونیهاتحتشرایطالتهابرانشاندادهمغزیو فظیکپارچگیآن

،موجبتسهیلنفوذتعدادزیادیMS هایاندوتلیالآندربیمارانولونشتپیداکردنوالتهابسل

ناپمذیرمیلمین،گردد.اینامرسببازدسترفتنبازگشمتهایسفیدبهپارانشیممغزمیازگلبول

                                           
1
 Microarray 
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شمودلدرعملکردآکسمونوهمدایتپیمامعصمبیممیآسیببافتعصبیودرنهایتموجباختلا
(Kamphuis, Derada Troletti et al. 2015). 

 همایهامانندسلولمتفاو لنفوسیتعههادرزیرمجمو RNA وهبراین،بیانمتفاو میکروعلا

B ،T ،کمکیT کشندهوسلول T تنظیمی CD25+بمهدربیمارانمبمتلا MS مشماهدهشمدهاسمت

(Engels and Hutvagner 2006)بیان. miR-34a نیزدرالتهابایجادشدهدربیماری MS افزایشیافتهو

،موجبآزادسازیماکروفاژهاازکنترلپیاممهاریوبهدنبالCD47فقراردادننشانگرغشاییباهد

دخالمت MS زایمیبیمماریشودوبهاینترتیمبدربیمماریآنسببافزایشفاگوسیتوزمیلینمی

.(Liu, Ma et al. 2012) کندمی
سرمکهبهعنموانشناسماگرزیسمتیبمرایتشمخیصبیمماریاسمتفادهشمد، RNA اولینمیکرو

miR-21 بمهلنفوممایمنتشمرسملولبودکهمیزانآندربیمارانمبمتلا B  بمزر(DLBCL) 
در1

سمرمبمهعنموانیمک RNA مقایسهباافرادسالمبیشتربود.درآنمطالعه،ازتعیینمستقیممیکمرو

کلینیکمیازآنتأکیمدشمدهاسمت دهخمونواسمتفایمهبیماریبمرپاصشناساگرزیستی،درتشخی
(Hedrich and Tsokos 2011). 

،اینا تمالراتقویتMSبهبیماریهایکاندیددرابتلاهاوژن RNA ارتباطمیزانبیانمیکرو

 .Lindberg, Hoffmann et al)دارنمد MS بهبیماریابتلاهانقشمهمیدر RNA نمودهاستکهمیکرو

،ناشناختهباقیماندهMS هادربیماری RNA امادربعضیمطالعا ،دخالتتعدادیازمیکرو.(2010

 .هایبیشترینیازدارداستوبهبررسی
یوانفورماتیکینشاندادنمدکمهدرمرا ملمختلمفتممایزهابابررسیهایبmiRNAپروفایلینگ

هانیزمتفاو است.طبقاینبررسیهامیتمواننتیجمهگرفمتکمههمرRNAسلولها،بیانمیکرو

miRNAدرمر لهمشخصیازتمایزنقشداردکهبهدلیلهدفهایمتعددآنهماممیباشمد.بمه

هایبابیانبمالادرسملولهمایRNAملهمیکروازجmiR-181a, miR-26a, miR-30cعنوانمثال

 . (Lau, Verrier et al. 2008)الیگودندروسیتیهستند

 ها در تمایز سلول های بنیادی RNA: نقش میکرو 1-5-3

هارادرمرا لتمایزیموردارزیابیقراردادند.ازایمنmiRNAبررسیهایمختلف،پروفایلینگ

بررسیهامیتوانبرایسلولدرمانیدربیماریهایمختلفاستفادهکرد.دراینبررسیهمانشمان

زیادیافزایشبیمانداشمتهانمدوبمرخملافایمندو،بهمیزانmiRNA-21وmiRNA-9دادندکه

miRNA-335،کهبهعنوانآنتاگونیستmiR-21نیزعملمیکند،کاهشبیانازخمودنشمانممی

.(Lau, Verrier et al. 2008)دهد

قابلذکراستکهژنهایمتعددیدرالقایتمایزالیگودندروسیتینقشدارندکهبیانبرخمیاز

ازخمانوادهSox-10هاقرارمیگیرد.ازجملهاینژنها،RNAاینژنهانیزتحتتأثیربیانمیکرو

SoxE.میباشدکهدرتنظیمتمایزالیگودندروسیتینقمشمهممیراایفماممیکنمدSox-10سمبب

                                           
1
 Diffuse large B-cell lymphoma 
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سپریشدنصحیحمسیرتمایزیالیگودندروسیتیمیشود؛بهاینترتیبکمهفقمدانآنمنجمربمه

ایجاداختلالدرتمایزبهسمتالیگودندروسیتهامیشود.درتحقیقا نشاندادهشمدهاسمتکمه

میشود.MBPبهصور سینرژیسمیسببفعالشدنبیانازژنOlig-1وSox-10بیانهمزمان

ها،نشماندادهشمدهکمهعملاوهبمرگمروهmiRNAرتحقیقا دیگری ولبررسیپروفایلینگد

miR-17-92، miR-124, miR-138, miR-15a, miR-142-3p, miR-542-5pنیمزدرسملولهمای

OPCبهنسبتسلولهایآستروسیتیبیانبالاتریداشتهوبنابرایندرروندتمایزالیگودندروسمیتی

همابمهmiRNAاینمطالعهنشاندادندکهاینReal-time PCRیکنند.درآنالیزهاینقشبازیم

 Budde, Schmitt et)برابردرالیگودندروسیتهانسبتبهآستروسیتهابیشتراست16تا11میزان

al. 2010).
هایمختلفبیانmiRNAبررسیهایمتعدددرر مشخصکردندکهدرمرا لمختلفتمایز

 miR-223, miR-338, miR-219, miR-145, miR-378متفاوتیازخودنشانمیدهند.برایمثال

-miRهما،RNAدرالیگودندروسیتهابیانبهشد بالاییداشتهوبرخلافاینمیکروmiR-214و

320, miR-181b, miR-92, miR-192وmiR-19bبیانبسیارکمیازخوددرالیگودندروسمیتهما

.(Lau, Verrier et al. 2008)نشانمیدهند



 
هادرمرا لتمایزی)رنگسبزمیزانپایینبیانورنگقرمزمیزانبالایبیانرانشانمیmiRNAپروفایلینگ2-1شکل

دهد.(



نیزدرتمایزالیگودندروسیتینقشمهمیراایفاممیmiR-338،miR-138و miR-219درکنار

ا لاولیهتمایزودربیانمارکرهایدرمرRNAکند.درمطالعا نشاندادهشدهاستکهاینمیکرو

.(Gupta, All et al. 2011)اولیهالیگودندروسیتینقشدارد
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بهعنموانتنظمیمmiR-9هامشخصکردهاستکهmiRNAتحقیقدیگریپیرامونپروفایلینگ

بمهمر لمهالیگودندروسمیتاولیمهOPC (A2B5+/ GalC-)کنندهمهمدرتممایزسملولیازمر لمه

(A2B5+/ GalC+.محسوبمیشود)miR-91بیان
PMP22ولهایشوانبیانمیراکهتوسطسل

شودوبهعنوانفاکتوریدرتشکیلمیلینبهشمارمیرود،کاهشممیدهمد.هممیننتمایجنشمان

 .(Gupta, All et al. 2011)درمرا لاولیهالیگودندروسیتیاستRNAدهندهنقشاینمیکرو

درمرا لمختلفتمایزسلولهایبنیادی،درمطالعا ارزیمابیشمدهانمد.miRNAپروفایلینگ

MiR-199a وmiR-145یونهاییدرمرا لاولیه،میانOPC،miR-214 درمر لهاولیهومیمانی

OPCوmiR-184وmiR-1183درمر لهپیشسازگلیالیواولیهOPCبیانبالاییدارند(Letzen, 

Liu et al. 2010). 

ها،مشخصشدکهRNبنابراینباتوجهبهاینتحقیقودیگرمطالعا پیرامونپروفایلینگمیکرو

miR-184میتواندنقشمهمیرادرالقایتمایزبهسمتالیگودندروسیتهاایفاکند.دراینپمروژه

درمسیرتمایزیالیگودندروسیتیاست.RNAنیزتمامسعیمادراثبا نقشاینمیکرو

به سمت  Neural progenitor stem cellsمسیر تمایزی از سلول های  1-6

 های الیگودندروسیت سلول

سلولهایبنیادیعصبیقابلیتتبدیلبهسهدستهاصملیسملولهماینمورونی،آستروسمیتیو

الیگودندروسمیتهمادرسیسمتم.(Asano, Aonuma et al. 2009)الیگودندروسمیتیرادارنمد

اینMSعصبیمرکزینقشمهمیراباتولیدمیلینایفامیکنند.همانگونهکهاشارهشددربیماری

سلولهاتخریبمیشوند.ازروشهایذکرشدهبرایدرماناینبیماریمیتوانسملولدرممانیو

ولدرمانیمهمترینسلولاستفادهشمدهرابهعنوانروشهایایمننامبرد.درسل2مولکولدرمانی

 Neural progenitorبرایتمایزبهسمتالیگودندروسیتها،سلولهایبنیادیپمیشسمازعصمبی)

stem cells،هستندکهبستهبهنوسشرایطمحیطیمیتوانندبهانواسسملولهمایعصمبینمورونی)

 .Letzen, Liu et al. 2010, Zhao, He et al)آستروسیتیوالیگودندروسیتیتمایزمییابنمد

2010) 

ابتممدابممهسمملولهممایپممیشسمماز NPSCsدرمسممیرتمممایزیالیگودندروسممیتی،سمملولهممای

(تبمدیلممیشموندکمهخمودOligodendrocyte Precursor Stem Cells[OPCs]الیگودندروسیت)

(ممیباشمند.Late-OPC(ونهمایی)Mid-OPC(،میمانی)Early-OPCشاملسمهمر لمهابتمدایی)

هایالیگودندروسیتتبدیلمیشوند.نیزبهسلولOPCهایسلول

پسازمهاجر بهبخشسفیدمغز،ازچرخهسلولیخارجشدهوروندتمایزبمهOPCسلولهای

،3هابهعلتدارابودنقابلیمتبمالقوهمتعمددOPCسمتالیگودندروسیتهایبالغراطیمیکنند.

                                           
1
 Peripheral myelin protein 

2
 Molecular therapy 

3
 Multi-potency 
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سلولهایبنیادیدرمطالعا محسوبوپاسخهایسریعتکثیریبهآسیب،ازدسته1خودتجدیدی

اینسلولهابهمیزانبالاییتکثیرمییابنمد،متحرکنمدو.(Pfeiffer, Warrington et al. 1993)میشوند

 .Sim, Zhao et al)وغیرهرابیانمیکنندA2B5کهبهمیزانزیادیمارکرهایدوقطبیهستند

2002, Fancy, Zhao et al. 2004, Watanabe, Hadzic et al. 2004).بیاناینفاکتورها

وغیرهتنظیمممیشمود.Olig2وOlig1هاتوسطفاکتورهایرونویسیOPCوهمچنینویژگیهای

هادرروندتمایزالیگودندروسیتیبمهفاکتورهمایینظیمرOPCهمچنینمطالعا نشانمیدهندکه

Thyroid hormone(T3)وInsulin-like growth factor(IGF)-1نیزپاسخمیدهند(Tosic, Torch et 

al. 1992, Jones, Jolson et al. 2003, Watanabe, Hadzic et al. 2004).

-Olig1, Olig2, SexهابهعملکمردOPCعلاوهبرایننتایج،اینتحقیقا نشاندادهاندکهتمایز

determining Y-box(Sox)-10, NKX2.2, NKX2.6وغیرهنیمازدارد؛چمراکمهایمنفاکتورهمابما

هوبنمابراینسمببرونویسمیوبیمانازایمنژنممیشموندپروموترژنهایمیلینبرهمکنشداد
(Nicolay, Doucette et al. 2007).

درتحقیقا انجامشدهبررویروندتمایزسلولها،ازمارکرهایسلولبرایبررسیمسیرتمایزو

تشخیصسلولهااستفادهمیکنند.بمهعنموانمثمالمطالعما ژاووهمکمارانشنشماندادنمدکمه

 .Zhao, He et al)انمد درسلولهایالیگودندروسمیتیبیمانبمالاییداشمتهOlig1, Olig2مارکرهای

2010).
NKX2.2،نیزبهعنوانفاکتورتنظیمیمهمیدرتمایزسملولهمایپمیشسمازالیگودندروسمیت

OPCsمیباشد.بهاینترتیبکهدربخشهایدمیلینهشدهدرممدلموشمیکمهآسمیبنخماعی،

رادارابودند،کاهشپیدامیکنند.درمطالعهدیگمریNKX2.2کهOPCداشتند،تعدادسلولهای

بهعنوانفاکتورزمانیمشخصیدرتمایزالیگودندروسیتیمعرفیشد.اینمطالعهنشانNKX2.2ژن

هادرتمایزالیگودندروسیتینقشمهمیداردوبماOPCدادکهبیانبالایاینژندرپیشبردسریع

pdgfrαاتصالبهفاکتوررونویسی
وکاهشبیاناینفاکتورسببافمزایشرونمدتممایزیبمهسممت2

.هممچنمین(Suyama, Watanabe et al. 2007) (Zhu, Zhao et al. 2014)سلولهایالیگودندروسیتمیشمود

MBPمارکر
کمهشمناختهGFAPبهعنوانشناختهشدهترینمارکرالیگودندروسیتی،همانندمارکر3

 .Shaltouki, Peng et al)شدهترینمارکرآستروسیتیاست،درمطالعا مختلفبهکارگرفتهمیشمود

2013).OPCهایجداشدهازر درمحیطکشتویژهبهسلولهمایالیگودندروسمیتینابمالغتممایز

PLPوO4،MBPیافتندواینتشخیصبراساسمارکرهایسمولفاتید
 ,Pedraza)انجمامشمدهاسمت4

Taylor et al. 2014).

قابلیمتتمرمیم MSهمچنینتحقیقا دیگرینشاندادندکهآسیبهایایجادشدهدربیماری

مجددراندارندوهمیندلیلسبببروزاختلالدرعملکردهایبیولوژیکیمیشود.دراینتحقیقا 

                                           
1
 Self-renewal 

2
 Platelet derived growth factor receptor alpha  

3
 Myelin basic protein 

4
 Proteolipid protein 
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ایطبقگفتههایقبل،نشاندادندکهبرایتولیدمجددسلولهایالیگودندروسیتتمایزازسلوله

دارانبودنقابلیتترمیممجددآسیبهابه(Miron et al., 2011ضروریاست.) پیشسازآنها

 Miron, Kuhlmann et)درتکثیروتمایزدرالتهابهایمغزیمیباشمدOPCعلتناتوانیسلولهای

al. 2011)باروشهایمولکمولیممیتموانمیمزانتممایزایمنسملولهمارابمهسممتسملولهمای.

الیگودندروسیتتحریککرد.درشکلزیرتکثیروتمایزسلولهایبنیادیدرزمانآسمیبدیمدگی

میلینمشاهدهمیشود.

 
 یممیلینآسیبدیده.مرا لتکثیروتمایزسلولهایبنیادیبرایترم3-1شکل



میتوانبهعنوانمنبمعESC ویا OPC, NPSCبنابراینمیتواننتیجهگرفتکهازسلولهای

استفادهکرد.MSتولیدکنندهسلولهایالیگودندروسیتآسیبدیدهدرسلولدرمانیبیماری



 :MSبیماری  1-7

شاملمغزسیسمتمعصبمیمرکمزیرایمجتریمنبیماریخودایمن (MS) مولتیپملاسمکلروزیس

 ,Kingwell 2012, Mycko) اسمتکمهبماالتهمابنمورونهماوتخریمبمیلیممنهمممراهاسممت ونخاس

Cichalewska et al. 2015).درایمنبیماریدسمتهایازسملولهمای T(CD4+)1خمودفعمالخماص،

موجممب2مغمزی-خمونیپممسازعبممورازسممدوندوسیسمتمایمنمیمحیطمیفعمالممیشمدر

 Kasper and)تخریمبغلافمیلیمنودرنتیجمهاختلالدرفرآینمدانتقمالپیمامعصمبیممیشمموند

Shoemaker 2010, Bahreini, Salmani et al. 2011).درسمنینجوانمیومیانسمالیلاایمنبیماریمعممو

بروزمیکند.

                                           
1
 Auto reactive T cells 

2
 Blood-brain barrier 
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MSدربیماریT-cellسمتچپ:سلولهایسالمعصبی.سمتراست:سلولهایآسیبدیدهتوسط-4-1شکل



 ممیبیمماریاپیمدمیولوژیکیهای نشانهازیکیآن جغرافیاییپراکندگیالگویو MS نرخشمیوس

 ممیزندگیاستواخطنزدیکیدرکهیهای جمعیتدربیماریاینشیوسمیزانولمعمطوربه.باشد

 بیماریبهمبتلایانمیزانجنوبیوشمالینیمکرهدوسمتبهجغرافیاییطولدر.استکمترکنند

ام بریتانیا،واسکاندیناویکشورهایبویژهاروپا،شمالکشورهایدربیماریاین.یابد میافزایشاس

 ,Pugliatti, Sotgiu et al. 2002, Saadatnia, Etemadifar et al. 2007) داردبالاییشیوسکاناداجنوبوآمریکاشمال

Etemadifar and Maghzi 2011, Leray, Moreau et al. 2016). 
:شوندمییبند تقسیمدستهسهجغرافیایی،نوا یشیوسمیزانبراساس

 نفر100,000نفردر30.میزانشیوسبالا:بیشاز1

 نفر100,000نفردر25تا5.میزانشیوسمتوسط:بین2

 نفر100,000نفردر5کمریسک:کمتراز.3



تقسیمبندیپراکندگیجغرافیاییاماسدرجهان. -5-1شکل



دنممامطالعا مختلمفنشمانممیدهمممشمخصنشمدهاسمتا MS یماراگرچمهعلمتدقیقبی

 وعوامملمحیطمیبمایکدیگمردربیمماریزایممی HLA)نموسگیرنده)برهمکنمشعوامملژنتیکمی

MS نمددار نقمش(Hoffjan and Akkad 2010, Bahreini, Salmani et al. 2011, 

Bhatia, Bali et al. 2015) . 
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ئممولتیپلاسمکلروزیسناشمیازقطعمسمیرمیلمیندرسیسممتمعصبممیمرکممزیدراثممرلاع

ئمابتدایمیممیتوانمدبهصور یکیاتعمدادیازمواردزیمربروزلاتخریمبپوشمشمیلیناسمت؛ع

هماسمتد)کمیدریکیاتعمدادیازارگانهمای رکتمیتضعیمفیماکاهمشچابکیوچالا(1:کند

 Hoh and)2دوبینممی(14رزوالبینایممیمونوکممولا (3اختلالدرسیسمتم سممی(2(ویماپاهما

Beisse 2014)5)ئممممیتوانندبمهلا.همریمکازع3هنگمی رکتمیاناهم(6بمیثباتمیدرراهرفتن

ولوژیتصویممرنتشمخیصکلینیکمیمیتوانمدبهوسمیلهیتک .ناگهانمیویاتدریجیباشمندصور 

محممل)كهایماضایعا متعددوغیمرمتقمارنصمور گیردکمهپلا 4نانمسمغناطیسمیوبرداریرز

 یزومونمواوبمهویمژهدرنا یهکورپموسکمالا CNSمادهسمفیدسرتاسردر(هایتخریبمیلین

بماوجوداینکه. (Hauser and Oksenberg 2006)نشمانمیدهدعمقیبطنهمایمغمزرادرافمرادمبتلا

ونمدهرعمتپیشسربیماریبمهمیتوانمدازیمکبیماریخموشخیممتمایمک MS بیماریفنوتیمپ

ونمدهروبمهروممیربیمارانمبتلادرنهایمتبماناتوانیپیشروناتوانکنندهباشمد،باایمن الاکث

 :یمکردگروهتقسم4شموند.ازایمنروبمراسماسناتوانینورولوژیمکمیتوانبیمارانرابه

(primary-progressive) ابتداییوندهرپیش-1

(Secondary- progressive) ثانویهوندهرپیش -2

 (Almas, Vance et al. 2016)(Relapsing-remitting)بهبودپذیر-عودکننده-3

 (Progressive-relapsing) وندهرشپی–عودکننده -4

رانشمانممیدهنمد؛الگمویفنوتیپمیبیمماریدر RR-MS درصمدازبیمارانالگموی85تقریبماً

ممیباشمدکمه (Relapse فمازعمودیما)ئموبدتمرشمدنآنهمالااین التبهصور بمروزناگهانیع

. مدود، اصملممیشمود(Remission فمازبهبمودییما)بمهدنبمالآنبهبمودینسمبییماکاممل

10پمسازمعمممولاً)تغییمروضعیممتممیدهنمد SP-MS بمهفمرم RR-MS درصمدازبیماران50

بممرای CNS عمتزوالمیلیمنوآکسمونازتواناییر؛اکثراًایناتفاقزمانمیممیافتمدکمهس(سمال

دیدهمیشمود.فتتدریجمیناتوانمیرکمهدراین المتپیشهما،پیشمیبگیرد جبرانوسماختآن

 .(PP-MS فمرم)فمتتدریجمیناتوانمیرانشمانممیدهنمدرنابتداپیشادرصدازبیمارانازهم10

درصمدازبیماراندیمدهممیشممودودرایممن الممت5اسمتکمه مدوداًدر PR-MSفرمدیگمر،

کمهدراداممهبمایممکیمماتعممدادفمتتدریجمیناتوانمیرانشمانممیدهنمدربیمارانازابتمداپیش

 .Goodin 2006, Hauser and Oksenberg 2006, Rudick, Lee et al)بیشتریعمودیاتشمدیدهمممراهاسممت

نشاندادهشدهاست.MSدورههایبالینیبیماری6-1 درشکل.(2006

                                           
1
 Monocular visual loss (optical neuritis)  

2
 Diplopia 

3
 Ataxia  

4
 Magnetic resonance imaging 
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 MSیدورههایبالین-6-1شکل



همانگونهکهذکرشدتابهامروزدلیلقطعیبروزاینبیماریمشخصنشدهاستوازنظرپزشکی

تازمانیکهعلتاصلییکبیماریمشخصنباشدنمیتواندرمانقطعیبرایآنبیمارینیزدرنظر

پیشمرفتایمنامابااینوجود؛کمپانیهایدارویی،داروهایمتعمددیرابمرایجلموگیریاز،گرفت

تولیدکردهاند. Natalizumab،کورتیکواستروئیدهاوβبیماریازجملهاینترفرون

درکناراینداروهاکهبهعنواندرماننمیتوانازآنهایادکرد،مطالعا متعددیبررویروش

نجامشدههااmiRNA.بابررسیهاییکهرویپروفایلینگبهانجامرسیدهاست1هایسلولدرمانی

اسمتفاده،MSعنوانمتدجدیدیبمرایدرممانبیمماریبههابتوانmiRNAاست،اینفرضیهکهاز

 کرد،معرفیشدهاست.

بهکارگرفتهشدهبرایمطالعهبیشروشهمایبرایکسباطلاعا لازمهدردرماناینبیماری،

EAEبمررویمدل یوانمیوآزمایشممگاهیایممنبیمماری،تر
 ,Weiner 2009, Mix)متاسم2

Meyer-Rienecker et al. 2010, Slavin, Kelly-Modis et al. 2010).مممدلEAE را

وبمهوسمیلهایمنمیزایمیبماپروتئیمن ) هاا تمیپریم)ممیتمواندرانمواسگونمههمای یوانمی

ویژگمیهممایکلینیکممی، EAE هما،ایجمادکمرد.بیماری متقا پپتیمدیآنهمایمیلیمنویمامش

داردوازایمنروبمهطممور MSریاهیسمتولوژی،ایمونولوژیمکوژنتیکیمشمابهومشترکیبمابیم

                                           
1
 Cell therapy 

2
 Experimental autoimmune encephalopathy 
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 Steinman and Zamvil)،درنظمرگرفتمهممیشمودMS گستردهایبمهعنموانممدلبیماری یوانمی

2006). 

سلولهایالیگودندروسیتآسیبمیبینندکهاینسلولهاازدستهسلولهمایMSدربیماری

مرکزیمیباشندوتولیدمیلینرابرعهدهدارندوقابلذکمراسمتکمهآسمیبهمای-سیستمعصبی

تخریممبمیلیممنوناشیازبروزبیماریدراثرتخریبمیلینمیباشمد.بنمابراینممیتموانگفمت،

 اگرچمهدرفازاولیهاسمت. MS ریایکمیازویژگمیهمایاصلمیبیمآنازیناقمصوناکافمیبازسم

MSاریایممن،بازسمازیمیلینبهطورنسمبتاًمکررقابلمشماهدهاسمتاممادرمرا ملبعمدیبیمم

ثمریصور ممیگیمرد.ؤفرآینمدبمهطمورغیرم

برنقمشمشممابهمکانیسمممهماییمیلیممنسممازیشمواهدکامملوواضحمبنیردر ال ماض

،موجودنیسمت؛بمرایمثمالMS پمسازتخریمبآنطمیبیماری2،دربمازسمازیمیلیمن1مویمن

،فاکتممورتعیمینکننمدهNotch یرسممدپیمامرسممانیممموی،بمهنظمرنمفمیلینسمازینلابرخ

 .Stidworthy, Genoud et al) باشممدایطآزمایشممگاهردربازسممازیمیلیممندرشم3عممترس

2004, Aparicio, Mathieu et al. 2013, Bassil, Orent et al. 2013).

 .وینشماندادهشمدهاسمتمدرفرآیندمیلینسمازین miRNA چگونگمینقمش7-1درشمکل


نسازینمویدرفرآیندمیلیmiRNAنقش-7-1شکل



نقمشخمودرادربازسممازیویمیدخیملدرمیلینسمازینهاایمن مالبرخیازمکانیسممبا

 Lingo-1 یمز فمظکمردهانمد؛بمرایمثمالمشممخصشممدهاسممتتنظیمممنمیلیمن
درمیلیممن4

درالیگودندروسممیتهممابیممان. Lingo-1 (Stidworthy, Genoud et al. 2004)موینقمشداردمسمازین

ایمزالیگودندروسمیتهماودرنتیجهمیلمینمممیشمودویمکتنظیممکننمدهمنفمیقمویبمرایت

موجبتقویتمیلیمنسمازیدرممدلهمایموشممیمممی Lingo-1 سمازیآکسمونیسمت؛ مذف

                                           
1
 Developmental myelination   

2
 Experimental remyelination 

3
 Rate-determining factor 

4
 Leucine-rich repeat and immunoglobulin domain-containing protein 
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ایممزالیگودندروسممیتهمماومیلیممنمآنموجمبجلوگیمریازتشموددر المیکمهافزایشبیمان

 Mi, Miller et al. 2005, Andrews and Fernandez-Enright 2015, Zhang, Zhang et)ویممیشمودمسمازین

al. 2015). بمهعلاوهنقمش Lingo-1 هممایدربازسمازیمیلیمندرمممدل EAE نیمزگمزارششممده

.(Mi, Miller et al. 2005, Mi, Hu et al. 2007) اسمت

هستندSoxB1اعضایگروه Sox-1, Sox-2, Sox-3درمطالعا دیگرینشاندادهشدهاستکه

تحقیقمشخصکردندکهبیمانبمالایوهرسهدارایتوالیوالگویبیانییکسانیمیباشند.دراین

اینژنهاسببتولیدسلولهاینورونیودرواقعتمایزبهسمتنورونهاشدهکمهازطرفمیممانع

(درتممایزSox-1تمایزبهسمتسلولهایالیگودندروسیتمیشوند.علاوهبمرآننقمشایمنژن)

(نشاندادهشدهاسمت؛بمهایمنEmberyonic stem cells[ESC]نورونیسلولهایبنیادیجنینی)

 ,Archer, Jin et al. 2011, Kim)افمزایشممییابمدSox-1ترتیبکه ینتمایزنورونی،رونویسیازژن

Kim et al. 2015) 

ازجملهژنهایاصلیدرمسیرتممایزیآستروسمیتیBcl2L1ژن،درمطالعهلتزنوهمکارانش

.دربررسیهایاینمطالعهمشخصشدکهمیزانبیاناینژندر(Letzen, Liu et al. 2010)معرفیشد

GFAPروندتمایزآستروسیتیازمیزانبیانژناصلیدرآستروسیتها،
بیشترمیباشمد.بررسمی،1

درروندتمایزیالیگودندروسمیتیدرمطالعما آینمدهبایسمتیمموردBcl2L1تأثیرمهارکنندگیژن

هادرRNAتحقیقعلاوهبربررسیژنهایآستروسیتی،پروفایلینگمیکروارزیابیقرارگیرد.دراین

عمدد183ارزیابیشده،RNAمیکرو866روندمسیرتمایزینیزموردبررسیقرارگرفتندکهازبین

همادرپروسممه miRNA اخیراًگزارششمدهاسممتازآنهادرتمایزالیگودندروسیتینقشداشتند.

نقممشرادربازسممازیمیلیممندررونممدوینقمشدارنمد.اممااینکمهآیماهمینمممیلیمنسمازین

نیمزدارنمدیاخیر،بایسمتیدرمطالعما آینمدهمشمخصشمود. MS بیماری

،ازسلولدرمانیاستفادهشمدهاسمت.ایمنمطالعما MSدربرخیازمطالعا ،دردرمانبیماری

سالبعدهیچ4کهسلولدرمانیرویآنهاانجامشدهاست،تا%بیمارانی80مشخصکردندکهدر

 Multiple%ازاینبیماران،ناتوانیهایمزمنیایجادنشمدهاسمت.)87گونه ملهاینداشتهاندودر

Sclerosis Health Center, jan2016)موضوسکاربردواضحاستکهmiRNA،نویمدبخشبرایاهدافدرمانی

اسمتفادهلمهزیادینیازاسمتتمابمهمر استاماهنوزمطالعا  MS بیماریدرماندربهتریدهآین

.یدرانسانبرسدعمل

 :تمایز سلول های بنیادی عصبی در miR-184نقش  1-8

هاازآنهماRNAها،میتوانباشناساییاهدافمیکروRNAبنابهدلیلکاربردهایدرمانیمیکرو

هانرمافزارهایmiRNAیماریاستفادهکرد.برایشناساییاهدافبرایجلوگیریدرپیشرفتروندب

،میباشد.درایننمرمافمزارTarget scanمتعددیبهکارگرفتهمیشوندکهیکیازایننرمافزارها،

بهژننیمزمشمخصmiRNAموردنظر،ا تمالاتصالmiRNAعلاوهبرتعیینکردنژنهایهدف

                                           
1
 Glial fibrillary acidic protein 
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المیتوانبهرا تیژنموردنظرراانتخابکرد.البتهایننرمافزاراینمیشودوبراساساینا تم

هماییکمهژنراهمدفقمرارmiRNAامکانرانیزبرایکاربرایجادمیکندکهبادرنظرداشتنژن،

کننمدکمهایمننتایجاینمطالعا پیشمنهادممی(.Jun 30, 2005, genes.mit.eduدهند،شناساییکند)می

نمهتواننمدکاربردهمایبیشمتریدرزمیهایزیستینیزبهعنواناهدافدرمانیجدیدیممیلمولکو

بمهعنموانمثمالژنهمایهمدف.(Deng, Deng et al. 2015)داشتهباشمند MSبیماریدرمانوکنترل

miRNA-184کهمیکروRNAمطالعهشدهدراینپروژهمیباشد،درنرمافزارTarget scanبررسمی

شدهاندودرجدولزیرآوردهشدهاست.


PCTوسایتهایاتصالیبهاینژنهارانشانمیدهد.درایننرمافزارهرقدرمیزانmiR-184ژنهایهدف-2-1جدول

مثبتترباشد،ا تمالاتصالبهژنرابهتروبیشترمیکند.
PCT نام ژن سایت حفاظت شده 
PDGFβمری8سایت فاظتشده0.471

 Bcl2-like1مری8سایت فاظتشده0.461

Sox-1مری8سایت فاظتشده0.471

LINGO-1مری7سایت فاظتشده0.281




رمر لهتبدیلپیشسازگلیالیبهپیشسازالیگودندروسیتیهادmiRNAپروفایلینگ8-1 شکل
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هایمختلفدرمسیرتمایزیالیگودندروسمیتیدرRNAشکلبالانشاندهندهمیزانبیانمیکرو

شودمر لهتبدیلپیشسازگلیالیبهپیشسازالیگودندروسیتیمیباشدوهمانطورکهمشاهدهمی

miR-184نیزیکیازاینمیکروRNA.هایمؤثرمیباشد

بهآناشارهشد،ژن7-1طبقمطالعا انجامشدهدرمسیرتمایزیالیگودندروسیتیکهدربخش

میباشمدLINGO-1دررونداینتمایزنقشمهمیراایفامیکنند.ازجملهاینژنها،هایمختلفی

گرژنهمایایمنمسمیرممیکهسببمهارتمایزبهسمتسلولهایالیگودندروسیتمیشود.ازدی

اشارهکردکهطبقمطالعا انجامشدهسببتمایزبهسمتسلولهماینمورونیممیSox-1توانبه

ازجملهژنهایاصلیبمرایBcl2L1شود.همچنیندرمطالعا دیگریمشخصشدهاستکهژن

 Andrews and Fernandez-Enright, 2015; Mi et al., 2005; Zhang)تمایزبهسمتآستروسیتهامیباشند

et al., 2015(Letzen, Liu et al. 2010)علاوهبرایندرتحقیقا نشاندادهاندکهاگرمسیرهایتممایزی.

پیشسازعصبیبهسمتسملولهمایالیگودندروسمیتنورونیوآستروسیتیمهارشوند،سلولهای

تمایزمییابند.

پیشنهادیبرایپمیشبمردمسمیرRNAبهعنوانمیکروmiR-184درتحقیقلتزنوهمکارانش،

دراینمطالعهتلاشبرایمناسمتکمهتمأثیرتمایزیبهسمتالیگودندروسیتهامعرفیشدهاست.

miR-184لولهمایبنیمادیپمیشسمازسملولهمایعصمبیبرتمایزالیگودندروسیتیس(Neural 

progenitor stem cells[NPSCs]).موردبحثقرارگیرد

دراینپروژهپیشازشروسآزمایشهما،هممانطورکمهذکمرشمدمطالعما بیوانفورمماتیکیروی

 ,LINGO-1موردنظربرایشناساییژنهایهدفانجامشد.اینمطالعهنشاندادکمه RNAمیکرو

Sox-1, Bcl2L1ازجملههدفهایاصلیاینمیکروRNAمحسوبمیشوند.هدفمادراینپروژه

در miR-184نقمشتعیمین،  NPSCرویتمایزاولیگودندروسیتیسملولهمایmiR-184بررسیاثر

بررسمینقمشوهاا OPCبمهسممتزیدرتممالیمدخیمولکمولیرهایمس،تعیین OPCیهاسلولزیتما

miR-184درتمایزاولیگودندروسیتی NPSC هابهمنظورسلولدرمانیبیماریMS.میباشد 

دراینمطالعهسلولهایموردنظربههمراهمحیطکشتمناسبتکثیروتمایزپیداکردند.برای

،وسمترنQRT-PCRانجاماینمطالعهازروشهایآنالیزمختلفمیاسمتفادهشمدهاسمتازجملمه:

(.in vivoومطالعهدرموجودزنده)(ICC)یمونوسیتوشیمیبلاتینگ،ا
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 مروری بر مطالعات گذشته
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 MS دربیمارانمبتلابممه miRNA تماکنمونچندیمنمطالعمهبماهمدفتعییمنپروفایملبیمان

مموردارزیمابیدرسیسمتمایمنمی miRNA انجمامشمدهاسمت.دراکثرایمنمطالعا پروفایملبیان

راناكهمایفعمالوغیمرفعممالبیممقرارگرفتهاسمتوتنهادریمکمطالعمهپروفایملبیماندرپلا

MS وهدربرخیمطالعا مقایسمهبینفمازعمودوبهبمودیدربیمارانسمنجیدهشمدهاسمت.بهعلا 

RR-MS ت.نیمزصمور گرفتمهاسم

كهممایمغممزیفعممالودرپملا miRNA پروفایمملبیانممیمطالعمهصمور گرفتممهبممرروی

هما،درمقایسممهبما miRNA ،تفماو هایمیدرالگمویبیمانبرخمیازMS یمانبمهغیرفعمالمبتلا

  مختلمفالگمویبیممانبمهعلاوهدرمطالعما.(Junker, Krumbholz et al. 2009)نشماندادمافرادسمال

miRNA درخمونبیمارانمبتلابمه MS نیمزتعییمنشمدهوپروفایملبیانمیمتفاوتمیدرمقایسممه

 ,Du, Liu et al. 2009, Keller, Leidinger et al. 2009, Otaegui)گمزارششممدهاسممتمبمماافممرادسممال

Baranzini et al. 2009, Cox, Cairns et al. 2010, De Santis, Ferracin et al. 2010, Lindberg, Hoffmann et al. 

 miRNA نتایمج اصملازایمنمطالعما ،تناقمضهایممیدرالگممویبیانممیالبتمهمقایسمه .(2010

خونتام)یمهموردآزمایمشاولیلمیازقبیملممادهنشمانممیدهمدکمهبمهنظمرممیرسمدبمهدلا

ویمما(کمممیویممامیکروآرایممههما PCR ( ،متممدانممدازهگیممری(یمالوکوسممیتهمماوغیممره

 درهمایدرمانمیصمور گرفتمهبررویبیماران،باشمد.باوجمودتناقمضهماومشممکلاکملوپروت

ننتایممجمطالعمما مختلممف،قابمل،همپوشمانیبیمMS دربیماران miRNA تعییمنالگمویبیانمی

همادرچندینمطالعمه،تغییمربیان miRNA مشماهدهمیشمودبرخمیکه،توجهاسمتبمهطموری

یکسمانیرانشماندادهاند.

 توسممط2009درسممال MS دربیمماران miRNA نخسمتینمطالعمهبمررویپروفایملبیممان

junker ایفعالوغیمرفعمالوهممکارانبمررویپلاكه MS صمور گرفمت.ایمنمطالعمهنشممان

یممیدارد.بالا،تنظمیمافزایشممیمراننسمبتبمهافرادسمالادرپلاكهمایفعمالبیم miR-326 داد

درپملاكهممای miR-30a-3p و miR-497 ،miR-629همچنیمندرایمنمطالعمهمشمخصشممد،

 Junker, Krumbholz et)،تنظیممافزایشمیمییابنمدMS مایفعمالدرپلاكه miR-43a غیمرفعمالو

al. 2009).
در miRNA وهممکارانصور گرفت،تغییممرا بیانممی Lindberg دیگرکمهتوسمطدرمطالعمه

درمقایسمهبما MS رابیم23گرفتهشمدهازخون B هایسملولونیمز(+CD8+ CD4) هایسملول

ایممنمطالعمهنشممانداد،.(Lindberg, Hoffmann et al. 2010)موردبررسمیقممرارگرفممتمافرادسمال

miR- 497 هایدرسملولT(CD4+)هاینیمزسملولو Bتنظیممافزایشمیممییابممددر الممی،

 همایتنظیممکاهشممینشممانمممیدهممد.بممهعملاوهدرسمملولT(CD8+) هایکمهدرسملول

T(CD4+) ،miR-193a تنظیممافزایشمیو miR-34a تنظیممکاهشممینشمماندادنممد.نهایتمماًدر

تنظیمممکاهشممییافتنممد.miR-30a-3p وتنظیمممافزایشممی  T(CD8+)،miR-629 هایسملول

نیمزالگمویبیانیمتفاوتینسمبتبهافمراد MS همایكهمادرپلا miRNA جالمباسمتکمهایمن

.مدنشماندادهبودنمسمال
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 CD4+CD25) تنظیممی T همایوهممکارانبمررویسمملول De santis دیگمرتوسمطمطالعمه

high T reg) - رابیم12گرفتهشدهاز MS صور گرفتوالگمویبیانی-ملسمالرکنتونمهمن 14و 

miRNA 723 بمااسمتفادهازآنالیمزمیکروآرایمههما،موردبررسمیقرارگرفممت(De Santis, Ferracin 

et al. 2010). بیمان miRNA 23 درسملولهمای T reg بیمماران MS مدرمقایسممهبمماافممرادسممال،

هماتنظیممافزایشمیوتعدادکمی miRNAبمود.دراکثرممواردایمنبرابمرتغییمریافتمه1.5 مدوداً

،MSرانابیم T reg هایدرسملول miR-223 نیزتنظیمکاهشمیپیداکردهبودند.مطالعهنشمانداد

کممهپیممشاز) miR15a،miR-22وهدراینمطالعهمشمخصشممدتنظیمافزایشمیمییابد.بهعلا

 miR-148a ونیممز(تنظیمافزایشمیمییابند MS وددرپلاكهمایفعالایمنمشمخصشمدهبم

،MS بیمماران T reg همای درسمملول(تنظمیمافزایشممییافتنمدMS کهدرپلاكهمایغیرفعمال)

 .تنظیممافزایشمیمییابند

وفمماز(relapse) هادرفمازعممود miRNA دیگمرنشماندادنمدالگمویبیانمینهایتماًدومطالعمه

 ,Du, Liu et al. 2009, Otaegui)،متفاو اسمتRR-MS بیماری،درافرادمبتلابمه  (remission)بهبودی

Baranzini et al. 2009).

ههادرسرموپلاسما،آنهارابهبیومارکرهایمهمیدرمطالعا تبدیلکردmiRNAبیانثابت

 ,miR-614, miR-572, miR-1826است.درمطالعهایکهاخیراًانجامشدهاست،نشماندادنمدکمه

miR-648, miR-422a, miR-22بهمیزانمشخصیافزایشبیمانداشمتهانمدوmiR-1979کماهش

.(Siegel, Mackenzie et al. 2012)بیانشدیدیدربیماریاماسازخودنشانمیدهد

بهعنوانعاملکلیدیمهمدربروزبیماریهایTh17درمطالعا نشاندادهشدهکهسلولهای

تنظیمتمایزاینسلولهمابمرایتشمخیصودرممانایمنخودایمنیمزمنازجملهاماسمیباشد.

کهکاهشبیانشمدیدیدر miR-30aبیماریهاضروریمیباشد.دراینمطالعهنشاندادهشدکه

هایوبروزبیماریهایدمیلینهکنندهازخودنشانمیدهد،درسلولTh17لتمایزسلولهایطو

شدهونیزدرسلولهایTh17باافزایشبیانمانعازتمایزاینسلولهابهسمتسلولهایTبکر

Th17بیانچندانیندارند.ازطرفیمشخصشدکههدفاصلیmiR-30a21رسپتوراینترلوکین

(IL-21Rمیباشدکهافزایشبیانایناینترلموکینبمامهمار)miR-30aسمببتممایزبمهسممت

-ILبماهمدفقمراردادنmiR-30aمیشود.بنابراینمیتواننتیجهگرفتکهTh17هایسلول

21RسببمهارتمایزسلولهایTh17وبیماریزاییاماسمیشود(Qu, Zhou et al. 2016). 

بهصور متفاوتیبهدرمانباmiR-29a-3p , miR-29c-3pدرمطالعهدیگرینشاندادهشدکه

IFN-βپاسخمیدهند.بیانmiR-29c-3p, miR-532-5pبهطورمشخصمیدرنمونمههماییکمهدر

فاو استواینخمودنشماندهنمدهمر لهپیشازدرمانهستندبانمونههایدرمانشدهکاملاًمت

 .(Hecker, Thamilarasan et al. 2013)تأثیردرماندراینروشمیباشد

همایانجامشدهاست،افزایشبیانآنزیم MS بهایکهبهتازگیبررویبیمارانمبتلامطالعهدر

انمد،کمهراگزارشنموده DGCR8 و Drosha ،Dicerهاشامل RNA دخیلدرتولیدزیستیمیکرو
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 ,Jafari)باشمدممی MS زایمیبیمماریهمادربیمماری RNA اینگزارشهمتأییدیبرنقشمیکمرو

Shaghaghi et al. 2015).
هایاستفادهمیکنند.بمرایمثمالمماکیودربرخیازمطالعا برایانجامتمایزازداروهایویژ

(بهعنوانیکفاکتورتقویتکنندهتمایزاسمتفادهکردنمد.درAMهمکاارانشازدارویآدرنومدولین)

تحتشرایطهیپواکسی،باتیممارکلسمیمکلریمد،مهمارشمد؛درOPCاینتحقیق،تمایزسلولهای

تقویتمیکند.بنابراینازاینداروممیتموانبمهاینتمایزراAM الیکهدرهمینشرایطداروی

درکنارایمن.(Maki, Takahashi et al. 2015)عنواندارویتقویتیمسیرتمایزیالیگودندروسیتینامبرد

هابرایپیشبردوتحریمکRNAقبیلداروهایا یاشده،میتوانبهفاکتورهایدیگرینظیرمیکرو

هادربیماریزاییاماس،نقشآنهادربهبودایمنmiRNAعلاوهبرنقشمسیرتمایزیاشارهکرد.

بیمارینیزبهاثبا رسیدهاست.

سیرتممایزیوتعیمینسرنوشمتیمکسملولعمملهابهعنوانتنظیمکنندههایمRNAمیکرو

-Neuroepithelialکنند.درتحقیقا متعددینحوهتأثیراینتنظیمکنندههارویسملولهمایمی

like stem cells(NES)بررسیشدهاست.محققیننشاندادندکهmiR-153وmiR-181aدرتمایز

ابراینممیتمواننتیجمهگرفمتکمهایمننورونیاینسلولهمانقمشمهممیراایفماممیکننمد.بنم

هابههماناندازهکهدربروزبیمارینقشدارندمیتواننددردرمانوبهبودبیمارینیمزRNAمیکرو

همایممؤثردررونمدRNAنقشداشتهباشند.علاوهبرآناینفرضیهنیزبهوجودمیآیدکهمیکمرو

.(Stappert, Borghese et al. 2013)تمایزیالیگودندروسیتیموردبررسیقرارگیرند

درردههمایسملولیالیگودندروسمیتموشممی Dicer فآنزیممذمطالعما نشمانممیدهنمد م

 ویممیشممود؛ایمنمطالعمما نشممانمممیدهنممدممموجمباختلالاساسمیدرمیلینسمازین

miRNAموینقمشاساسمیدارنمدممیلیمننهمادرسماخت(Shin, Shin et al. 2009, Dugas, Cuellar et 

al. 2010, Zhao, He et al. 2010).بهعلاوهدراینمطالعا نشماندادهشمد miR-219 و miR-338 بممه

 miRNA مدبمهگونممهایکممه ممذفایممندوطمورمثبتمیدرفرآینمدمیلینسمازینقمشدارن

 موجمبمهارمیلیمنسمازیممیشمود.ازطمرفدیگمراینمطالعما نشماندادند ممذفایممندو

miRNA سمممازالیگودندروسمممیتهممایپممیشموجمممبافزایمممشتعمممدادسممملول(OPCs)کمممه

عمهنشماندادنمدکمهتمأثیرایمندرایمنمطالرابیمانمیکننمد،ممیشممود. PDGFهمایگیرنمده

هانسبتبهفاکتورهایتمایزیاضافهشدهبهمحیط،بیشترمیباشد.اینمطالعهنشمانRNAمیکرو

دادکهمد زمانمسیرتمایزیومیزانتمایزبهسمتسلولهایالیگودندروسیتیباترانسداکتاین

(.Zhao et al., 2010سلولهابهبودبیشتریمییابد)

بممها تممالاً miR-338 و miR-219 مطالعمهایکمهاخیمراًصمور گرفمتپیشمنهادممیکنممد

همایتکثیمرسمملولنعمملممیکننمدکهموجببمهتعویممقانمداخت (Brakes)ییعنوانترممزها

 ,Nave 2010)ببمهراهافتمادنمیلینسمازیممیشموندپیشسمازالیگودندروسمیتوبمهایمنترتیم

Zhao, He et al. 2010).
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لیگودندروسممیتهمماافزایممشایممزمادرطمولت Dicer شمواهدنشمانممیدهنمد،بیمانآنزیمم

.(Cahoy, Emery et al. 2008)ممییابمد

هاتخریبمیلینسببعملکردنادرستآکسونMSتحقیقا دیگرینشاندادهاندکهدربیماری

بمهOPCونهایتاًازبینرفتنآکسونمیشود.درمرا لاولیمهایمنبیمماریتممایزازسملولهمای

وترمیمنیمزبمهدرسمتیانجمامالیگودندروسیتهاصور میگیردولیباگذشتزمانمرا لتمایز

هابهOPCنمیشوند.ازاینرو،امروزهبرایدرمانبیماریاماس،تحقیقا بهپیشبردروندتمایزی

سمتالیگودندروسیتهارویآوردهاند.دریکیازتحقیقا انجمامشمده،پژوهشمگرانتمأثیرمسمیر

associated kinase (ROCK)-A/Rho-Rho کمهارکنندهانتخابیاینمسیررادرروندواستفادهازی

بهسلولهایالیگودندروسیتموردارزیمابیقمراردادنمد.مهمارایمنمسمیرOPCتمایزازسلولهای

ونیزتولیدOPCسیگنالینگبهعنوانیکالقاکنندهمسیرتمایزیالیگودندروسیتی،تمایزسلولهای

.(aylor et al. 2014Pedraza, T)سریعترمیلینمیباشد

،پروفایلینگآنهادرروندتممایزMSهادربیماریزاییRNAدرکناربررسیپروفایلینگمیکرو

سلولینیزارزیابیشد.دراینبررسیهانشاندادهشدکههمانندبروزبیماری،درتمایزسلولهمای

دکممکبزرگمیدرپمیشرفمترونمدعصبینیزپروفایلینگمتفاوتیوجودداردوایندانشمیتوان

miR-367تمایزیسلولیدرسلولدرمانیبهماکند.برایمثالدراینمطالعا نشاندادهشمدکمه

بمهمیمزانبمالاییبیمانممیشمود،در مالیکمهدرمر لمهOPCدرمرا لسلولیمیانیونهمایی

بیانپایینیدارد.RNAالیگودندروسیتیاینمیکرو

درآخمرینمر لمهتممایزیmiR-181bوmiR-181aمطالعا مشخصکردندکههمچنیناین

بیانپایینیدرمر لهمیمانیوmiR-367یعنیمر لهالیگودندروسیتیبیانبالاییدارندوبرخلاف

دارند.OPCنهایی

برابریرادرمر لهپیشسازسملولهمای6.8افزایشmiR-184برایRT-PCRمیانگینآنالیز

(ومر لهاولیهسلولهایپیشسازالیگودندروسیتیرانشمانداد)(.ایمنGlial progenitorیال)گل

درتمایزالیگودندروسیتیمیباشد.RNAبررسیهانشاندهندهنقشمهماینمیکرو

درمطالعهلتزنوهمکارانشکهبهمنظورتمایزازسملولهمایبنیمادیجنینمیبمهسملولهمای

یتیبود،مرا لمختلفاینمسیرتمایزینشاندادهشد.دریکیازاینمرا ملپمسازالیگودندروس

تولیدسلولهایپیشسازعصبی،سلولهایپیشسازگلیمالیتولیمدممیشموندکمهمیمزانبیمان

درآنهاافزایشمییابد.قابلذکراستکهایمنسملولOlig1وNG2،PDGFRαفاکتورهایینظیر

دوقطبیهستندوبستهبهاینکهچهفاکتوررشدیبهمحیطآنهاافزودهشود،قابلیتها،سلولهای

.(Letzen, Liu et al. 2010)تبدیلوتمایزبهسلولهایمختلفرادارند

2005برایاولینبماردرسمالESCبهطورکل،تمایزسلولهایالیگودندروسیتیازسلولهای

وازآنبهبعدمقالههایزیادیروینحوهاینتمایزکارشد.(Nistor et al. 2005توسطنیستورانجامشد)

کمهبمهinduced Pleuripotent Stem Cells(iPSC)بااینوجودبررسیروندتممایزازسملولهمای
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عنوانیکمنبعسلولیا تمالیبرایالیگودندروسیتهامحسوبمیشوند،بهتازگیدر الانجمام

(.Czepiel et al. 2011; Tsuji et al. 2010; Poya et al. 2011; Wang et al. 2013است)

اختیماراخیراًکمپمانیهمایبیوتکنولموژیسملولهمایالیگودندروسمیتیبمامنبمعانسمانیرادر

پژوهشگرانمیگذارندتاتحقیقا بیشتریرویمسیرهایتمایزیوفازهایکلینیکیوغیمرهانجمام

شود.بههمانمیزانیکهغربالگریداروهایا یاکنندهمهممیباشد؛بایستیمؤثربودنتمایزسملول

تولیدیسلولهمایمنبعOPCهایالیگودندروسیتینیزارزیابیشود.بهعنوانمثالاگرسلولهای

الیگودندروسیتیمعرفیشدهاندبایدتمامیمرا لتمایز،نحوهنگهداریونیزمنشأسملولهماطبمق

 US Food and Drug Administration (FDA)،good manufactoryقواعدوقوانینذکمرشمدهدر

practice (GMP) وEuropean medicines agency (EMA)  گیرند.موردارزیابیقرار

هادربهبودبیماریاماس،مارگارتاوهمکارانشنشاندادندmiRNAدرمطالعهدیگریرویتأثیر

هابااتصالبههدفهایخودسبببهبودبیماریمیشوند.دراینمطالعهبابررسیRNAکهمیکرو

ژنهایبیانهابهmiRNAمشخصکردندکهTarget scanهایانجامشدهتوسطبرنامهنرمافزاری

هامتصلمیشوندوبنابراینسمببجلموگیریازپیشمرفترونمدبیمماریممیشموندT-cellکننده

(Jernås, Malmeström et al. 2013).

تمایزمییابندواینسلولهمایESCازسلولهای NPCدرمطالعا سلولدرمانی،سلولهای

تمایزیافتهبهداخلمغزمنتقلمیشوند.درمغزباتوجهبهشرایطمحیطیموجوداینسلولهامی

تمایزتوانندبهسهدستهاصلیسلولهایعصبییعنینورونها،آستروسیتهاوالیگودندروسیتها

یابند.بنابراینباتغییرشرایطمحیطیسیسمتمعصمبیمرکمزیازجملمهکماهشویماافمزایشبیمان

هایخاصویافاکتورهایرشدمیتوانمسیرتمایزیسلولهمارابمهسممتمموردنظرRNAمیکرو

 .(Reubinoff, Itsykson et al. 2001, Dhara and Stice 2008)سوقدادوسبببهبودبیماریشد

مشخصکردهاستکهتعدادسلولهمایالیگودندروسمیتیبمهعواممل2010مطالعهایدرسال

هادراینRNAهامیباشند.پروفایلینگمیکروRNAمختلفیبستگیدارد.یکیازاینعواملمیکرو

شوند.درسلولهایالیگودندروسیتیبهمیزانبالاییبیانمیmiR-17-92تحقیق،نشاندادکهگروه

یسببکاهشتعدادسلولهایالیگودندروسیتیشدودر التمحیط ذفاینگروهدرمدلموش

بمرایتممایزالیگودندروسمیتیبمهبیمانایمنگمروهOPCکشتنیزنشاندادهشدکمهسملولهمای

درتمایزسلولهاموردبررسیقرارگرفمتRNAیینیازمندند.چگونگیتأثیراینمیکروRNAمیکرو

غیمرOPCرادرسملولهمایAkt، PtenیمسیرسیگنالینگفعالسازباmiR-19bومشخصشدکه

 .(Budde, Schmitt et al. 2010)فعالکردهودرنهایتسببتکثیرسلولیمیشود

رادرRNAبهانجمامرسمیدهاسمت،بیمانبمالایایمنمیکمروmiR-214یکیازمطالعاتیکهروی

بیانیازخودنشمانmiRNAنشانمیدهد؛در الیکهدرالیگودندروسیتهااینOPCهایسلول

1بهفاکتورmiR-214دهد.اینمشاهدا پیشنهادمیکنندکهنمی
Mobpکهتحریکتولیدمیلمین،

                                           
1
 Myelin-associated oligodendrocyte basic protein 
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بهعنوانفاکتورمهاریتولیدمیلینRNAبمیشود،اتصالپیدامیکندوبنابرایناینمیکروراسب

.(Letzen, Liu et al. 2010)معرفیمیشود

مممیباشممد.ایممنmiR-199a-5pازدیگممرفاکتورهممایمهمماریمسممیرتمممایزیالیگودندروسممیتی،

C11orf9بهفاکتورRNAمیکرو
متصلمیشودودرنتیجهسببکاهشبیاناینفاکتورمیشمود.1

C11orf9 همولوMRFموشیمیباشدکهبرایبلوغالیگودندروسیتهاوتولیمدمیلمینضمروری

.(Emery, Agalliu et al. 2009)تیجهبامهاراینفاکتور،تمایزنیزمهارمیشودمیباشد.درن

موردبررسیقرارگرفتهاسمت.تسمت miR-297c-5pدرمطالعاتیکهاخیراًبهانجامرسیدهاست،

(،زیروا دتنظیممیCCNT2)T2 سیکلین،RNAلوسیفرازاینبررسیهامشخصکردکهاینمیکرو

راکهخودمهارکنندهمسیرتمایزالیگودندروسیتیاست،موردهدفقمرار،bازبخشرونویسیفاکتور

شده؛در الیکهدررونمدتکثیمریآن OPCمانعازتمایزسلولهایCCNT2یدهد.همچنینم

،CCNT2باتأثیربررویmiR-297c-5pهاتأثیریندارد.بنابرایندراینمطالعه،دونقشهمزمان

ایزبهوهمباعنوانتنظیمکنندهمثبتتمOPCهمبهعنوانتنظیمکنندهمهاریتکثیرسلولهای

.(Kuypers, Bankston et al. 2016)سمتسلولهایالیگودندروسیتموردارزیابیقرارگرفت

miR-23a.بهعنوانفاکتورالقاییدیگریدرمسیرتمایزیالیگودندروسیتیشناساییشمدهاسمت

کهسببدمیلینهشدنسلولهایسیستمعصبیمرکزیمیB1بااتصالبهلامینRNAاینمیکرو

 .(Lin, Huang et al. 2013)شود،تمایزبهسمتالیگودندروسیتهاونیزسنتزمیلینراافزایشمیدهد

درmiR-184نقمشتعیمین،  NPSCرویتمایزاولیگودندروسیتیسملولهمایmiR-184بررسیاثر

ازاهدافایمنپمروژههاOPCبهسمتزیدرتمالیدخیمولکولیرهایمسوتعیین OPCیهاسلولزیتما

میباشد.

                                           
1
 Chromosome 11 open reading frame 9 
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 مواد مورد استفاده 3-1

 آنزیم ها 3-1-1

 Real-time PCRو  PCR، RT-PCRبرای انجام  -3-1-1-1

Fermentasمطالعهازشرکتآلممانیتمامیآنزیمهایمورداستفادهبرایاینآزمایشهادراین

خریداریومصرفشدند.

،RevertAcidM-MuLV Reverse Transcriptaseآنمزیم،Taq DNA polymeraseآنزیم

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 2X
 ییدتأ و Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1, anti-miR-184 های ژن کردن کلون برای-3-1-1-2

 وکتور در آن ورود

 NotI آنزیم
 XhoI آنزیم

 T4 DNA Ligase, 5U/ µl آنزیم

خریداریشدند.Fermentasتمامیاینآنزیمهانیزازشرکت

 محیط های کشت -3-2-1

 یمحیط کشت و ذخیره سازی باکتر -3-2-1-1

 خریداریشدهاند.SIGMAازشرکت AgarوLB Brothپودرهای

 اویتریپتونوعصارهمخمراست.تریپتون ماویاسمیدآمینمهوپپتیمدهایLBمحیطکشت

کوچکاستوهمچنینعصارهمخمرتامینکنندهنیازهاینیتروژنمیهممراهبماقنمدومموادآلمیو

معدنیمیباشد.

 لیمحیط کشت سلو -3-2-1-2

کهدرایمنمطالعمهاسمتفادهشمدندHEK 293TبرایکشتسلولهایDMEM1محیطکشت

 بهکاربردهمیشود.FBSهمراهبا

 آنتی بیوتیک ها -3-3-1

بمرایانتخماب،تکثیمرووکانامایسین)داروسمازیدانما،تبریمز،ایمران(آنتیبیوتیکآمپیسیلین

 تخلیصپلاسمیدازسلولباکتریایی

بمرایتهیمهمحمیط)داروسازیدانا،تبریز،ایران(یوتیکهایپنیسیلینواسترپتومایسینآنتیب

کشتهایسلولی

 کیت ها-3-1-4

 High-Yield Plasmid(RBC Bioscience, Korea)کیممتتخلممیصپلاسمممید

Extraction

                                           
1
 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
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 سلول ها -3-1-5

 سلول های پروکاریوتی -3-5-1-1

یاختمهتهیمه باکتریهاازبانکمرکزتحقیقا فنماوریبمن)اینE. coliازباکتریDH5αسویه

شدند.(

 سلول های یوکاریوتی -3-5-1-2

یاختهتهیهشدند.( مرکزتحقیقا فناوریبن)ازبانکسلولی HEK 293Tسلولهاییوکاریوتی

)ازبانکسلولیرویانخریداریشدند.( NPSCسلولهاییوکاریوتی

 سایر مواد -3-6-1

،اسمتا سمدیم،اتمانول،EDTAایفسفاتهسدیم،کلریدسدیم،کلریمدمنیمزیم،تمریس،نمکه

،FBS،آگارز،انمواسپودرهمایمحمیطکشمتبماکتری،اتیمدیومبرمایمد،dNTPمتانول،ایزوپروپانول،

RNX-Plusبافر،PBSو...60،گلیسرول%

 وسایل یک بار مصرف -3-7-1

(،well، 24 well، 48 well ، 96well 6کشتسملولی)(،پلیتT25, T75فلاسککشتسلولی)

(،پیپمتml،50 ml 15(،فمالکون)ml،0.5 ml،1.5 ml 0.2سمانتیمتمری،میکروتیموب)10پلیمت

رمخصموصفیلتراسمیون،سم0.2mm(،کاغذصمافی،فیلتمرml،2 ml،5 ml 1پاستور،پیپتمدرج)

و...سمپلر)زرد،آبی،کریستالی(

 ستگاه هاد -3-8-1

 -RealوEnd point PCRانکوباتور،اتوکلاو،ترموسمایکلربالاومعمولی(، دستگاهسانتریفوژ)دور

Time PCR،فلوئورسنت،یخچمال، هودلامینار،میکروسکوپمعمولیومعکوسو،دستگاهبیوفتومتر

یت،ترازوی سماس،،ها پلUVدستگاهالکتروفورز،لامپتانکاز ،درجه،-70فریزرمعمولیو

و...Gel-Doc،دستگاهسانتیگراددرجه37بنماری

 وکتورهای مورد استفاده -3-9-1
pLENTI III-eGFP- miR-184 (Stem Cell Technology Research Center, Iran) 
psPAX (Addgene, Cambridge, Massachusetts, USA)  
pMD2.G(Addgene, Cambridge, Massachusetts, USA)  

 دستورالعمل های عمومی 3-2

 طرز تهیه ی محلول ها و بافر ها -3-2-1

 (TAE 50X)اسید استیک  -بافر الکتروفورز تریس -3-2-1-1

اسیداستیکمیباشدبرایتهیهاین–بافراستفادهشدهبرایالکتروفورزدراینپروژهبافرتریس

میلیمولارEDTA5/0میلیلیتر100داستیکومیلیلیتراسی1/57گرمتریسدر242مقداربافر

رسید.8آنبهpH لشدو
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  CaCl2 کلرید محلول کلسیم -3-2-1-2

 ملمیلیلیترآبمقطمر50گرمازپودرکلسیمکلریددر0/ 73برایتهیهمحلولکلسیمکلرید

نگهداریشد.C°4 شدوپسازاتوکلاودردمای

 وتیک های آنتی بی طرز تهیه -3-2-2

 آنتی بیوتیک آمپی سیلین -3-2-2-1

تهیهشد.غلظتنهاییاینآنتیبیوتیکدرمحیطmg/ml100استوكاینآنتیبیوتیکباغلظت

است.μg/ml100کشت

 کانامایسینآنتی بیوتیک  -3-2-2

تهیهشد.غلظتنهاییاینآنتیبیوتیکدرمحمیطmg/ml50استوكاینآنتیبیوتیکباغلظت

است.μg/ml100کشت

 روش کار 3-3

 کشت باکتری -3-3-1

E. coliدراینپروژهبرایانجامکارهایکلونینگوزیادکردنوکتورهایمورداستفادهازباکتری

بمرایاطمینماناز.،استفادهشمدمیباشدEnterobacteriacaeکهیکباکتریگرممنفیازخانواده

زماستپلاسمیدموردنظردارایژنیباشدکمهبمدون ضمورآن، فظشدنپلاسمیددرباکتریلا

باکتریتواناییرشدوبقادرمحیطتمایزمناسبنداشمتهباشمد.وجمودچنمینژنهماییبمهعنموان

نشانگرهایانتخابیدرفرایندکلونینگضروریاستتاازاینطریقکلونهای اویوکتورموردنظر

،pLentiIII-miR-184،بهجزوکتمورتورهایبهکاررفتهدراینمطالعهفقطانتخابشوند.تمامیوک

میکروگرمبرمیلمیلیتمر100 اویژنمقاومتبهآنتیبیوتیکآمپیسیلینمیباشندکهباغلظت

آنتممیبیوتیممکpLentiIII-miR-184وبممرای فممظپلاسمممیدبممهمحممیطکشممتاضممافهمممیشممدند

.گرمبرمیلیلیتربهمحیطکشتباکتریاضافهمیکنیممیکرو100کانامایسینباغلظت

 E. coliکشت مایع  -3-3-1-1

37دارایآنتمیبیوتیمکدردممایبهینمه1(LBعموماًدرمحیطبراثممایع)E. coliکشتمایع

دوردردقیقهانجاممیگیرد.برایتلقیحازکشت120تا100درجهسانتیگرادهمراهباگردشبین

بهکشتمایعدرکنارشعلهودرشرایطسترونازلوپپلاتینیبهرهگرفتهممیشمود.محمیطجامد

LBمیلیلیترآبتهیهشدهوسپسدردسمتگاه50گرمازپودرآنبهازای2.5بهصور  لکردن

ایاتوکلاوبرایاستریلشدنقرارمیگیرد.اینمحیطمیتوانددردمایآزمایشگاهقرارگیمردوبمر

درجهنگهداریشود.4استفادههایطولانیمد بهتراستدردمای

                                           
1
 Liquid broth 
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 E. coliکشت جامد  -3-3-1-2

 اویآگاردارایآنتیLBازپلیتهایاستریلیکبارمصرفومحیطE. coliبرایکشتجامد

گمرم1.5قبلازانجاماتوکلاوبهمیزانLBبیوتیکاستفادهمیشود.برایتهیهاینمحیطبهمحیط

افزودهشدهومحلول اصلدراتموکلاوقمرارممیLBمیلیلیترازمحیط50بهازایهرآگارازپودر

گیرد.برایانتقالباکتریازمحیطمایعبهمحیطجامدابتدامقدارمناسبازمحمیطممایعدروسمط

میشود.پلیتریختهشدهوسپسباکمکپیپتپاستورسرکجبررویسطحموردنظرپخش

 ای پلی مراز  واکنش زنجیره -2-3-3

درDNA(فرآیندیسمریعوسمادهبمرایتکثیمرقطعمهایازPCRواکنشزنجیرهایپلیمراز)

درداخللولهآزممایشDNAمیباشدوبااستفادهازاجزایهمانندسازیطبیعی  in vitroشرایط

DNA.راتکثیرمینماید

بهعنوانالگمویواکمنش،یمکRNAیاDNAهایپلیمرازبهمولکولبرایانجامواکنشزنجیر

ایباشد.(،مخلموطDNA،آبمقطر)آببهصور مؤکدبایدعاریازهرگونهآلودگی1جفتآغازگر

dNTP(ازهرچهارنوسنوکلئوتیدA, C, T, Gآنزیمپلیمراز،)taqوبافرمربوطبهواکنشنیازممی

کند.اجزایموردنیازوغلظتنمکیمناسببرایفعالیتآنزیمرافراهممیpHکنشباشد.بافراینوا

مشاهدهمیشوند.همچنین1-3جدولهمراهبامقادیروغلظتهرکدامدر PCRجهتانجامواکنش

(PCRمعممولی)غیمرازکلمونیPCRدریمکPCRبرنامهسیکلهایزمانیواکنش2-3درجدول

دیدهمیشود.
 PCRموادمصرفیومقادیرآنهادرواکنش-1-3ولجد

جزتشکیلدهنده(µl جم)

0.5 Forward Primer (10pM) 

0.5 Reverse Primer (10pM) 

2.5 Buffer(10X) 

0.25 Taq Polymerase 

2 Template 

1 dNTP(02mM) 

1 MgCl2(2mM) 

12.25 H2O 

20 Total volume 

 PCRزمانیواکنشبرنامهسیکلهای-2-3جدول

تعدادسیکلزماندرجه رار مر له

Enzyme activationC°9551دقیقه

DenaturationC°9530ثانیه

35 AnnealingC°6030ثانیه

ExtentionC°7230ثانیه

Final ExtentionC°7271دقیقه

 
                                           

1
 Primer 
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 psi-checkIIر در وکتو Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1کلون کردن ژن  3-3-4

دروکتمورT7پروموتردرنا یهپسازBcl2L1, LINGO-1, Sox-1ژنکلونکردنقطعه اوی

psi-checkIIهای بااستفادهازآنزیمانجامشد.اینکارNotI/XhoI.کشتبماکتری ماویانجامشد

بیموتیکیوکتمور()مقاومتآنتی آمپیسیلیندرمحیطمایع اویآنتیبیوتیکpsi-checkIIوکتور

)روشمیوسیلهکیتتخلیصپلاسممیدهساعترشدباکتریتخلیصپلاسمیدب16انجامشد.پساز

صور گرفت.نسفرمشدهعنوانمیشود.(اکهدرقسمتتخلیصپلاسمیدازباکتریتر

وسمپسبمررویژلشمدهابتداغلظتپلاسمیدهایاستخراجشدهبادستگاهبیوفتومتربررسمی

DNAدرمر لمهبعمدازرویزالکتروفورزگردیدتاازکیفیتتخلیصهماطمینان اصلشمود.رآگا

بماBcl2L1, LINGO-1, Sox-1ژنومیکبااستفادهازپرایمرهایذکرشدهدرجدولذیلقطعمهژن

پرایمرفمورواردجایگماهبمرش’5تکثیرشد.اینپرایمرهابهگونهایهستندکهدرسرPCRتکنیک

قمراردادهNotIریورسجایگاهبمرشبمرایآنمزیمپرایمر’3سرقراردادهشدهودرXhoIبرایآنزیم

شدهاست.


توالیپرایمرهایبهکارگرفتهشدهجهتکلونینگلوسیفراز3-3جدول

 نامپرایمر توالیپرایمر(Tmدما)

53 CGC TCG AGG GAA CTC TAT GGG AAC AAT GC H-BCL2L1-F 

56.4 

AAG CGG CCG CTC TAG CCA GTC CAG AGG 

TGA G H-BCL2L1-R 

63.4 GCG CTC GAG AGG CAG GTC CAA GCA CTT AC H-Sox1-F 

63.4 

AAG CGG CCG CCT AAG TCG TAG TGG TGC 

TCA GC H-Sox1-R 

57.3 

GCG CTC GAG CGA CAT CAA GAC CCT CAT 

CAT H-Lingo1-F 

55.2 

AAG CGG CCG CTC TCT CCA CTG ACT GTG CTG 

TC H-Lingo1-R 

هضمآنزیمیشد.ازطرفدیگمرXhoIوNotIبهوسیلهآنزیمهایPCRپسازاینکارمحصول

تخلیصشدهنیزبااینآنزیمهابرشدادهشد،باتوجهبهنقشهاینوکتورکهدرpsi-checkIIوکتور

یکمهپروتکلمرابرشممیدهنمد.T7بعدازپروموترمشاهدهمیشوداینآنزیمهانا یه1-3شکل

اسمتفادهگردیمددرجمدولزیمردیمدهpsi-checkIIشمدهووکتمورPCRبرایهضمآنزیمیقطعا 

شود.می

تیوب اویواکنشاینواکنشانجامبرای لیگازانجامگرفت.T4اتصالآنزیمیبااستفادهازآنزیم

بتهایذکمرشمدهنسدرجهسانتیگرادقراردادهشد.22دردمایovernightدهندههابهصور 

برایواکنشاستفادهشدند.4-3درجدول
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هادرواکنشاتصال مواداستفادهشدهومقادیرآن-4-3جدول

جزواکنش(µl) جم

هضمشدهPCRمحصول 8

2 Plasmid psi-checkIIهضمشده

2 10X Ligation buffer 

2 T4 DNA Ligase

6 H2O

20 Total volume 

 

بسیاریازوکتورهاییکهبهصور طبیعیدرباکتریهاوجوددارند)کهDH5αکتریروزبعدبا

اند.  ذفشده سویه این )از کلسیم روشکلرید با قسمت( در شده داده نمودنمستعدتوضیح

-psiوبامحصولاتصالمستعدگردید(ترانسفورماسیونو(کلریدکلسیم)شیمیاییروشباباکتری

checkII/Bcl2L1, psi-checkII/LINGO-1, psi-checkII/Sox-1آنتی مقاومت شد. ترانسفورم

 اویاینآنتیبیوتیکها،کشتLBمیباشدکهدرمحیطجامدآمپیسیلینبیوتیکیاینوکتور

باکتریترانسفورمشدهانجامشد.
 مستعد نمودن باکتری با روش شیمیایی )کلسیم کلرید( و ترانسفورماسیون 3-3-5

αDH5سویهE.coliازباکتری،ن)واردکردنوکتوردرباکتری(برایانجامواکنشترانسفورماسیو

دراینباکتریبمهروششمیمیاییترانسمفورمبهوکتورBcl2L1واکنشاتصالاستفادهشدوقطعا 

 .شرایطتهیهسلولمستعدبهشرحزیراست:شد

در درجهسمانتیگمراد(کشمتاولیمه-70جوددر)استوكموα DH5سویهE. coliازباکتری-1

درجمهسمانتیگرادانکوبمه37دوردردقیقه،دردمای250داده،یکشببا رکتLB Brothمحیط

 شد.

شدودرانکوباتورشمیکردارLB brothمیلیلیتر10روزبعدازآنتلقیحمجدددرلوله اوی-2

برسمدکمهبما4/0-5/0کدور بمهدانسمیتهنموری مدودساعتانکوبهشدتازمانیکه4-3مد هب

 دستگاهبیوفتومتربررسیشد.

درجمهسمانتیگمراد4دقیقمهدر10ممد هبمrpm9000دار بماکتریدرسمانتریفوژیخچمال-3

 سانتریفوژگردید.

)کلسمیمکلریمد(CaCl2 0.1 Mمیلیلیتمر1برروییخدررسوبمحیطروییخارجشدهو-4

 رامیسوسپانسیونشدند.سردبهآ

 هشد.قرارداددقیقه30-20مد هروییخب-5

 دادهشدند.رسوبدرجهسانتیگراد 4دقیقهدر3مد هبrpm9000 هاباسانتریفوژسلول-6
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هسمردوروییمخبم CaCl2 0.1 Mمیکرولیتر700هادرسوسپانسیونمجددرسوبباکتری-7

 دند.دهشقراردادقیقه30-20مد 

دادهمیرسوبدرجهسانتیگراد4دقیقهدر3مد هبrpm9000 هاباسانتریفوژدرسلول-8

 شوند.

-20ممد هسردوروییخبCaCl2 میکرولیتر300هادرسوسپانسیونمجددرسوبباکتری-9

 همیشوند.قرارداددقیقه30

:شدانجامهشرحزیرهاباوکتوربدرمر لهبعدمر لهترانسفورماسیونسلول

150دردولولمهمیکروتیموبهریمک ماویازبماکتریمسمتعدشمدهمیکرولیتر300تقسیم-1

 قراردارند.میکرولیترسوسپانسیونباکتریمستعدروییخ

)لولهمیکنیماضافههایسوسپانسیونباکتریبهیکیازتیوباتصالازمحصولنانوگرم200 -2

 .(شدترلمنفینگهداریعنوانکنهدیگرب

 هشدند.دادقراردقیقه30مد هروییخب-3

 هشدند.دادقرارثانیه90مد هدرجهسانتیگرادب42دمایدرتیوب-4

 میدهیم.انتقالدقیقه2مد هبهسرعتبهروییخب-5

وممیکنمیماضمافهیکازلولمههمافاقدآنتیبیوتیکبههرLB Brothمیلیلیترمحیط1 -6

 قرارمیدهیم.ساعت1مد هدرجهب37دردارشیکرانکوباتورانکوباسیوندر

 ماویآنتمیبیوتیمکمناسمببما)پلیت(LB Agarمیکرولیترازسوسپانسیونبهمحیط100 -7

 میدهیم.انتقالاومتوکتورقفاکتورم

 .میکنیموژسانتریفدقیقه3مد هبrpm 9000باقیماندهسوسپانسیوندر-8

.کشتمیدهمیمدرپلیتمشابهومایعمیکرولیترمحیط100سوسپانسیونمجددرسوبدر-9

-16مد هدرجهسانتیگرادب37دودرانکوباتورشلولهکنترلمنفینیزروییکپلیتکشتداده

 شد.کشتساعت18

تمربوطبهکنترلمنفیعاریکهپلیشدندهاازلحاظوجودکلونیباکتریبررسیروزبعدپلیت

.بودوعدمآلودگیکاردقتیدکنندهأیتونوسکلونیباکتریازهر

 ,Bcl2L1 برای تأیید ورود وکتور حاوی قطعات PCRکلونی  انجام واکنش -3-3-6

LINGO-1, Sox-1 به باکتری 

بیوتیکدار()آنتیLBجامدهایرشدکردهبررویمحیط بررویهریکازکلونیPCRواکنش

همانندروشذکرشمدهدرقسممتواکمنشE. coliبهمنظورتأییدورودقطعا بهوکتوردرباکتری

بمرایPCRزنجیرهایپلیمرازانجامگرفت.تنهانکتهایکهدراینجا ائزاهمیتمیباشدانجمام

ودآلودگیجلوگیریشود.سیکلمیباشدتاازاینطریقازایجادنتایجمثبتنادرستدراثروج25

رانشانمیدهد.PCRسیکلهایزمانیواکنشکلونی5-3جدول
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 PCRبرنامهسیکلهایزمانیبرایکلونی-5-3جدول

تعدادسیکلزماندرجه رار مر له

Enzyme activationC°9551دقیقه

DenaturationC°9525ثانیه

30 AnnealingC°6025ثانیه

ExtentionC°7225ثانیه

Final ExtentionC°72101دقیقه
توالیپرایمرهایبهکارگرفتهشدهجهتکلونینگ-6-3جدول

نامپرایمرتوالیپرایمر(Tmدما)

61 ATG  GAA  GAT  CCA  GCT  GAC  GAG F-psi-seq-CP 

62 CAG  ACA  AAC  ACC  AAA  CAA  ACA  CTC R-psi-seq-CP 

ونیهاییکهباندموردنظر)دراینجاباتوجهبهپرایمرهایبهکارگرفتهشدهباندمربموطبمهکل

Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1جفمتبمازدارد.(در900,1600 ,600بودهوبهترتیبطولی مدود

هاکلمونشمده،انتخمابشمدندوازرویپلیمت هادیدهشدبهعنوانکلونیهاییکهقطعهدرآنآن

 اویآنتیبیوتیکآمپیسیلینجهتانجاماستخراجپلاسمیدوتأییمدLBپشتیباندرمحیطمایع

نهاییکشتدادهشدند.

 تخلیص پلاسمید از باکتری ترانسفرم شده 3-3-7

کیمتاسمتخراجپلاسممیدتخلیصپلاسمیدبهمنظورتأییدقطعا ترانسفورمشدهدرباکتریبما

باکتریواتصالپلاسمیدبهغشاءسیلیکاژلاستواراسمت.اساسلیزقلیاییانجامشد.اینسیستمبر

 دستورالعملتخلیصپلاسمیدبهشرحزیراست:

 دقیقهسانتریفوژشد.9بهمد rpm3500درمیلیلیتر10به جمکشتشبانهباکتری.1

محلمولمیکرولیتمر200همادردنمحیطکشتبصور کامل،رسوببماکتریپسازخارجنمو.2

 سوسپانسیونمجدد لشدهوبهیکمیکروتیوپمنتقلشد.

برگرداندهشمد باربهآرامی5-10محلوللیزکنندهبهمیکروتیوباضافهشدهو میکرولیتر 200. 3

 خوبیمخلوطشود.هتاب

 قهدردمایاتاققراردادهشد.دقی5مد  داکثرهمیکروتیوبب.4

برگرداندهباربهآرامی5-10محلولخنثیکنندهبهمیکروتیوبافزودهشدهو میکرولیتر 400. 5

 خوبیمخلوطشود.هشدتاب

 دقیقهسانتریفوژشد.5مد هدرجهسانتیگرادب25 ودمایrpm9000در.6

60مد هبrpm13000سپسدر،بهستونتخلیصپلاسمیدمنتقلشده امیبهآر مایعرویی.7

 ثانیهسانتریفوژشدهومایعخارجشدهدورریختهشد.

 سانتریفوژانجامشد. اضافهشدهمانندمر لهقبلبافرشستوشو  میکرولیتر700بهستون.7

 ریفوژشد.سانت بافردقیقهجهتخارجشدنکامل1مد هستونب.8
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سمانتریفوژrpm13000دقیقمهدر1مد هبهستوناضافهشدهوب EB بافرمیکرولیتر50دارمق

.شتشد.پلاسمیدتخلیصشدهدرمایعخارجشدهقراردا

 آگارز ژل با الکتروفورز رویآشکار سازی محصولات استخراج شده )پلاسمید(  -3-3-8

 Tris Boric EDTAویماTris Acetate EDTA(TAE)میتمواندردونموسبمافرژلآگارزرا

(TBEتهیهنمود.بایدتوجهنمودکهژلراباهرنوسبافریکهتهیهمیشودبایددرهماننوسبمافر)

درصمداسمتفادهشمد.مقمدار 1نیزالکتروفورزنمود.دراینمطالعهباتوجمهبمهانمدازهقطعما ازژل

با رار تا دجوشیدن، لشمد.TAEمیلیلیترازمحلول20گرمازپودرآگارزتوزینودر16/0

قالبهایمناسمبکمه ماویشمانهتا دیکهدر البستهشدنباشددرپسازسردشدنآگارز

 X6Loadingمیکمرولیتمراز2بما DNAالکتروفورزبودریختهشد.مقمادیرمناسمبازنمونمههمای

Buffer مخلوطودرهرچاهکازژلریختهشد.زمانالکتروفورزبمرایهمرنمونمهبسمتهبمهانمدازه

ازشناورسازیژلدر،(120VوولتاژTAE 1X)دربافرقطعا متفاو است.پسازاتمامالکتروفورز

یتخواهدقابلروUVکمپلکس اصلدرمقابلنورمحلولسایبربرایرنگآمیزیژلاستفادهشد.

شود.هاعکسگرفتهمی قرارگرفتهوازآن1بود.پسازرنگآمیزیژلهادردستگاهژلداك

 انجام هضم آنزیمی دوباره جهت تأیید کلونینگ  -3-3-9

psi-checkIIکلمونشمدهدروکتمورBcl2L1, LINGO-1, Sox-1هضمآنزیمیدوگانمهقطعما 

انجامگرفت.اینآزمایشجهمتتأییمدصمحتقطعما NotIوXhoIتوسطآنزیمهایهضمکننده

کلونشدهدروکتورصور گرفت.انتظارمیرفتاینواکنشبرشباعمثجداشمدنقطعما کلمون

شدهومشاهدهقطعهبهاندازهطولژنموردنظردررویژلآگارزشود.برایایمنواکمنشازمقمادیر

دقیقه20هبهعملکردسریعآنزیمهاواکنشبهمد ذکرشدهدرجدولزیراستفادهگردیدوباتوج

درجهسانتیگرادآنزیمهاغیرفعمال80دقیقهدردمای5انجامگرفتوسپسباانکوباسیونبهمد 

گشتند.
موادومقادیراستفادهشدهدرواکنشهضمآنزیمیدوگانهبرایپلاسمیدموردنظر-7-3جدول

جزواکنش(µl) جم

ستخراجشدهوکتورا2

 XhoIآنزیم0.5

 NotIآنزیم0.25

210X Buffer
15.25H2O

20 Total volume 

 

 LINGO-1موادومقادیراستفادهشدهدرواکنشهضمآنزیمیدوگانهبرایژن-8-3جدول

جزواکنش(µl) جم

                                           
1
 Gel Doc 
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 LINGO-1قطعه 6

 XhoIآنزیم 0.5

 NotIآنزیم 0.25

2 10X Buffer
11.25 H2O

20 Total volume 



 Bcl2L1موادومقادیراستفادهشدهدرواکنشهضمآنزیمیدوگانهبرایژن-9-3جدول

جزواکنش(µl) جم

Bcl2L1قطعه 3

 XhoIآنزیم 0.5

 NotIآنزیم 0.25

2 10X Buffer
14.25 H2O

20 Total volume 

 

 Sox-1هضمآنزیمیدوگانهبرایژنموادومقادیراستفادهشدهدرواکنش-10-3جدول

جزواکنش(µl) جم

 Sox-1قطعه 2

 XhoIآنزیم 0.5

 NotIآنزیم 0.25

2 10X Buffer
15.25 H2O

20 Total volume 

پسازانجامتأییدباروشهضمآنزیمیدوگانه،نمونههایتأییدشدهجهتانجمامتموالییمابیو

شدهجهشیوجودنداشتهباشندبهآزمایشگاهیکهاینعملدرآنبررسیاینکهدرتوالیهایکلون

انجاممیگرفتارسالگردیدونتایجبررسیشدند.

 HEK 293Tکشت سلول های  3-3-10

از HEK جهتترانسفکشناسمتفادهشمد.ردهسملولیHEK 293Tدراینآزمایشازسلولهای

،درHEKکنندمشتقمیشوند.سملولهمایکهدرمحیطکشترشدمیسلولکلیهجنینیانسان

،بهوسیلهترانسفورماسیونمحیطکشتسلولهماینرممالکلیمهجنینمیانسمانبما70ابتدایدهه

DNAبدستآمد.ترانسفورماسیوناینسلولباآدنوویروساولینبارتوسمط5جداشدهآدنوویروس

Frank Graham.انجامشد
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HEK293اسمت.بنمابراینGrahamیآزمایشما توسمطمربموطبمهشممارهگمذار293شماره
داخملامبود.آنالیزبعدینشاندادکهترانسفورماسیونبهوسیلهیمکقطعمه293محصولآزمایش

انسمانیوارد19کیلوبازازبازویچپژنومویروسکهبمهدرونکرومموزوم5/4شامل دوداًشونده

اسمتکمهعملاوهبمرآندارای293Tسملولی،ردهیمنشدهبودایجادشدهاست.یکواریانمتمهمما

SV40 large T antigen1استواجازهتکثیراپیزومالپلاسمیدترانسمفکتشمدهکمهمحتموی
ori

SV40هایرامیدهد.سلول،استHEK293Tمورفولوژیسلولهایاپیتلیالرادارندوازبهترین،

.هستندردههایسلولیبرایبیانژننوترکیب

خیلیرا ترشدمیکنندوبهآسانیترانسفکتممیشموندبمههممین HEK 293Tسلولهای

دلیلاینسلولهابهمیزانزیادیدرتحقیقا زیستشناسیسلولیبرایسالهمایزیمادیممورد

استفادهقرارگرفتهاند.اینسلولهاهمچنمیندرصمنعتبیوتکنولموژیبمرایتولیمدپمروتئینهماو

هایدرمانیموردنیازدرژندرمانیمورداستفادهقرارمیگیرند.ویروس

)تانمک درجمهسمانتیگمراد-178ذخیرهسلولیکمهدرمنجمدهاازویال برایکشتاینسلول

هابهسرعتازتانکاز خارجشدهوپسازرسمیدنبمهدممایاستفادهشد.سلولشتاز (قراردا

-پنمیسمیلینوگلوتمامین2mM) ماوی تمازه DMEMمحمیطهمادرمحیطدربنماری،سملول

FBS%10(و1Xاسترپتومایسین
)تما ودورریختنمحیطرویمیژانتریفوسند.پسازدبردهمیش2

سوسپانسمیونFBS%10وDMEMهمادرمحمیطازبینبرود(،سملولDMSOغلظتمادهسمی

درجمه37دردممایCO2هادرانکوباتورد.سپسسلولیدنمنتقلمیگرد25cmشدهوبهفلاسک

.میگردیدروزانهبررسیها ووضعیتسلولرشد.ندفتقرارگرسانتیگراد

به روش کلسیم  miR-184با وکتور حاوی  HEK 293Tهای  ترانسفکت سلول -3-3-11

 جهت ساخت ویروس فسفات

دهاستفادهشد.دلیملبرایترانسفکتوواردکردنوکتورهایکلونشHEK 293Tازسلولهای

هارا تیترانسفکتآنهاورشدسریعاینسلولهامیباشد. استفادهازاینسلول

بارفریزوبعددفریزشمدند،یکپاساژ(30باتعدادپاساژپائین)کمترازHEK 293T های سلول

کشمتدادهT75سکداخلفلاها هایتازهدفریزشدهاستفادهمیشد.سلول درواقعهربارازسلول

%رسمیدآمماده80-70هابه دوهنگامیکهتراکمسلولنبردهشدcm10بعدداخلپلیتشدند.روز

صمور هببایدها سلولوهادراینمر لهبسیارضروریاست .سر البودنسلولبودندترانسفکت

دستکشتشدهباشند.مناسبویک

تعویضبهآرامیFBS%10 اویDMEMبامحیطها محیطسلول،ساعتقبلازترانسفکتدو

(.هارشدخوبینداشتهاندنیازیبهتعویضمحیطنیست اگرسلولشد)

                                           
1
 Origin of replication 

2
Fetal Bovine Serum 
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،آبمقطربافری HBSS (2X)،محلولCaCl2 (2.5M)،محلولTE (1x)موادمورداستفاده:بافر

  HEPESباشده

بهشرحزیرمیباشد: مرا لکار

و(pMD2.G, psPAX2)پلاسمیدهایبستهبندیویروسری اویباکتشبقبلازترانسفکت،

16.پمسازشمدنددادهکشمت اویآنتیبیوتیکمناسمبLB brothپلاسمیدموردنظردرمحیط

بادستگاهبیوفتومترخوانمدهشمدتماهریکانجامشد.جذبنوریباکیتساعت،استخراجپلاسمید

د.پلاسمیدهایتخلیصشدهبدستآیغلظت

میلیلیتر15ترانسفکتشودترتیباضافهشدنموادداخلفالکونبودبرایهرپلیتکهقرار

(بهشرحزیراست:cm10برایهرپلیتلیترکرومی2100) جم

 لیتر(کرومی2100آب)میزانلازمتارساندن جمنهاییبه-1

 .گردیدبهآناضافهTE 1X میکرولیتربافر33سپس-2

وپلاسممید(pMD2.G, psPAX2) یکروگرممجموسپلاسمیدهایبستهبندیویمروسم3-24

(بهمحلولفوقاضافهوورتکمسpLentiIII-miR-184عنوانکنترلیا اویهبpLentiIIIموردنظر)

 .گردید

 .شد،بهآناضافهومخلوطCaCl2 (2.5M)میکرولیترمحلول105 درمر لهبعد-4

بهصور قطمرهقطمرهودر مالورتکمس،بمهHBSS (2X)لیترمحلولمیکرو1050سپس-5

1بهصور قطرهقطرهووجودفاصله داقلHBSSاضافهکردنمحلولشد.محلولموردنظراضافه

ثانیهایبیندوقطرهجهترسیدنبهدرصدترانسفکتبالابسیارمهممیباشد.زیرادرایمن المت

 جهتایجاددانههایمناسبجهتورودبهسلولراخواهندیافت.فرصتکافیDNAمولکولهای

مخلوطموردنظربهمد یکدقیقهدرمعرضورتکسشدیدقراردادهشده،سپسبهممد -6

 .داشتهباشدکمیکدور ابریشکلباید.محلول اصلگردیددقیقهدردمایاتاقانکوبه15تا10

درجمه37ساعتدرانکوباتور14-16بهپلیتاضافهوبهمد درنهایتاینمخلوطقطرهقطره

د.پسازآن،محیطکشتسملولهمایترانسمفکتشمدهبمایانکوبهگردCO2 %5 اویسانتیگراد

.شدمحیطتازهتعویض

 جمع آوری ویروس و فیلتر کردن آن 3-3-12

 اویpLentiIIIوpMD2.GوpsPAX2باوکتورهایHEK 293Tپسازترانسفکتسلولهای

شروسبهپکیجشدنوتولیدمیکنند.اینسلولهاmiR-184ویروسهای اویژن،miR-184ژن

بهصور دائمدر التولیداینویروسهاخواهندبودوبههمیندلیلبایداینویمروسهماجممع

آوریشوند.

HEK 293Tیسملولهمایساعتیکبارمحمیطکشمترو24روزوهر3برایاینکاربهمد 

ترانسفکتشدهجمعآوریشدهوباتوجهبهاینکهاینمحیطبرداشتهشدهمقادیرزیادیپروتئینو

اجسام اصلهازسلولهایمردهدارد،قبلازاستفادهبااستفادهازفیلتربرایپماكسمازیمحمیطو
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آوریشمدهبمااسمتفادهازروشجداسازیویروسهافیلترمیشوند.درنهایتویمروسهمایجممع

اولترافیلتراسیونتغلیظمیشوند.

 Neural progenitor stem cellsکشت سلول های  3-3-13

هایازسلول ردهسلولیایناستفادهشد.داکشنجهتترانسNPSCدراینآزمایشازسلولهای

iPSC.هسلولهایبنیمادیاینسلولهاازجملکهدرمحیطکشترشدمیکنندمشتقمیشوند

هستندکهپیشسازسلولهایعصبیبودهومیتوانندردههایمختلفایندسمتهازسملولهمارا

تولیدکنند.

FBS%10وهتماز DMEM/F12محمیطهماازبرایکشمتایمنسملول
-Lوفاکتورهمایرشمد1

Glutamine(1X),bFGF(40ng), EGF(20ng), N2-supplement(1X), Non-Essential amino 

acids(NEAA)1X تاغلظتمادهسمی ودورریختنمحیطروییژند.پسازسانتریفودبردهمیش(

DMSO25بهفلاسکذکرشدههادرمحیطازبینبرود(،سلولcmد.سمپسیدنممنتقملممیگرد

هماووضمعیتسملولرشمد.نمدفتقرارگرسانتیگراددرجه37دردمایCO2سلولهادرانکوباتور

 .میگردیدروزانهبررسی

بمههممراهDMEM/F12،آنهارادرمحمیطNPSCبرایانجاممرا لتمایزدرسلولهای

10%FBSوفاکتورهممایرشممدbFGF(20ng), N2-supplement(1X), NEAA(1X), 

IGF-1(100ng/mL), Forskolin(20ng/mL), Noggin(100ng/mL), T3(3nM), 

NT3(2ng/mL).کشتمیدادیم

طبمقپروتکملمونماکووترانسداکتشدهوگروهکنتمرلNPSCزمبهذکراستکهسلولهایلا

وتمایزدادهشدندونوسوغلظتفاکتورهایرشدمطابقپروتکلذکرشدهمیباشد.کشتهمکاران

 با استفاده از ویروس های ساخته شده NPSCترانسداکت سلول های  3-3-14

دراینمطالعه،برایهرآزمایشی،درکفپلیتهایمناسمبNPSCتعدادمناسبیازسلولهای

شد.(کاشتهشدهوسپسبانسبتمتناسبویروس)سایزپلیتباتوجهبهآزمایشمدنظرانتخابمی

بههمراهفاکتورهایموردFBS10% اوی DMEM/F12هایجمعآوریشدههمراهبامحیطکشت

 رویسلولهاریختهمیشد.نیاز

 RNA (Total RNA)استخراج  3-3-15

هابراسماساینکیتشود.هایگوناگونیاستفادهمیازسلولازکیت Total RNAبرایاستخراج

کنند.گرچهاساسقدر تفکیکستونهایکوچکجداسازیکارمیکلروفرمیابر-اختلاففازفنل

تخلمیصشمدهبماRNAتندولمیکلروفرمدارایمیزانتخلیصبالاتریهسم-هایبراساسفنلکیت

باشد.تمامیسرسمپلرها)تیپها(ومیکروتیوپهمایممورداسمتفادهبایمدازنموسستونسالمترمی

RNase- DNase freeدرجهسانتیگرادانجامشود.4بودهوهمهمرا لسانتریفوژبایددردمای

                                           
1
Fetal Bovine Serum 
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%،100کلروفمرم،اتمانول، RNX-Plus (CinnaGen, Iran ):موردنیازبهاینشرحمیباشمدمواد

RNA(RNase - free)بافررقیقکنندهیا %،آباستریل70اتانول

مرا لکاربهشرحزیرمیباشد:

تریپسینهشدندتاازکمفپلیمتکنمدهشموندوسمپسدرNPSCترانسداکتشدهسلولهای.1

ریختهومحیطروییدورشدهفیوژدقیقهسانتری5بهمد rpm1200 دردورفالکونریختهشدندو

 .شد لشدهومجدددرهمانشرایطسانتریفوژومحیطروییخارجPBS.رسوب اصلدرشد

 هایرسوبکردهاضافهشدهوخموبمخلموطشمد. سردبهسلولRNX-Plusمیلیلیتریک.2

لمهکلاممپسملولی.اگمردرایمنمر گردیدمیلیلیتر 5/1سپسسوسپانسیونواردیکمیکروتیوب

دقیقمهدردممایاتماق 5دقیقهورتکسشود.بعمدازورتکمسایمنمخلموط1مد هایجادشدبایدب

گذاشتهشد.

.دادهشددقیقهبشد تکانویکاضافهکردهبهمحتویا میکروتیوبمیکرولیترکلروفورم200. 3

 درجهسانتیگرادقراردادهشد. 4دقیقهدردمای 5سپس

 انجامشد.rpm 12000 دقیقهدر 20،درجهسانتیگراد 4ریفوژسانت.4

 صور گرفت.جداسازیمحلولرویی)فازآبی(وانتقالآنبهمیکروتیوبجدید.5

.سپسبهآرامیمخلوطگردید%سرداضافه100هم جمفازآبی)محلولرویی(بهآناتانول.6

 .دادهشدقرارانتیگراددرجهس-20دردمای Overnightصور هکردهوب

ودورریختنمحلمولرویمی)رسموبrpm12000 دقیقهدر45،درجهسانتیگراد4سانتریفوژ.7

 .انجامشدسفیدرنگیدیدهمیشود(

 %سرداضافهوورتکسکردهتارسوبازتهلولهکندهشود70اتانولمیلیلیتریک.8

 صور گرفت.rpm12000 هدردقیق15،درجهسانتیگراد4سانتریفوژ.9

 .رسوبکردهخشکشود RNAدقیقهبازماندتا10ودربلولههشدمحلولروییدورریخت.10

ونهایتاًمحلول اصل،جهمتگردیداضافه RNase-DNase freeمیکرولیترآب50-30 دود.11

 .شدمنتقلسانتیگراددرجه-70نگهداریبهفریزر

 cDNAمر لمهبعمدیکمهوmRNAازآنبرایبررسمیشدهشدهتعییناستخراجRNAغلظت

سازیمیباشداستفادهگردید.

 استخراج شده RNAکنترل کیفیت  -3-3-15-1

کمه%5/1استخراجشدهبررویژلآگارز RNAازمیکرولیتر5برایکنترلکیفیتاستخراجابتدا

هاید.سالمبودنباندهایریبوزومیوقدر آنتهیهشدهبودالکتروفورزگرد RNase freeدرشرایط

یموردنظراست. RNAنشانگرقدر استخراجوسالمبودن

 ائزاهمیتاست،میمزانپروتئینمیاسمتکمهبمههممراهآن RNAنکتهدیگریکهدراستخراج

خراجرابمهمیکرولیترازمحصولاسمت2،برایتعیینآلودگیهایپروتئینیوغیره.شوداستخراجمی

اندازهگیمریشمدکمهنانومتر280و260میکرولیتررساندهوجذبآندرطولموجهای100 جم
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2باشد.هرچمهایمنمیمزانکمتمراز2دربهترین التبایدبرابربا280به260نسبتمیزانجذب

 باشدمبینبالابودنآلودگیپروتئینونامناسببودناستخراجاست.

µg RNA/ml 40معادلA260=1دردستگاهبیوفتومتربهکارگرفتهشدهایننکتهکهباتوجهبه

 استوبابکارگیریفرمول:

 × 40 µg/mlاندازهگیریشده × A260 =ضریبرقت X µg/ml RNA  

.آمدبدستRNAغلظت

 استخراج شده RNAاز روی  cDNAساخت  -3-3-16

انجامشد:بهشرحزیرcDNAساختمرا ل

میکرولیتمراز5/1جداگانمه،بمامیکرولیتمر200تخلیصشدهدردولولمهRNAمیکروگرماز1. 1

 RNase-DNase جمدرهرتیموببماآبوگردیدهمخلوطrandom hexamerپیکومول10پرایمر

freeرساندهشدمیکرولیتر13به. 

تیگراددرترموسایکلرگذاشمتهساندرجه70دقیقهدردمای10مد هدربلولههارابستهوب-2

 شود.می

 .شدبهآنافزوده11-3مطابقجدول گذاشتهشدهوموادزیربرروییخ سپسلولههافوراً-3
 

cDNA  موادموردنیازبرایواکنشساخت-11-3جدول

اجزاتشکیلدهنده(µl ) جم

4 5X Buffer (Fermentas)
2 dNTP(10mM)
1 Reverse transcriptase(Fermentas)

.گذاشتهشد درترموسایکر12-3جدولسپسدربلولهرابستهوطبقپروتکلدمایی-1
 

cDNAشرایطدماییواکنشساخت-12-3جدول

زماندما

دقیقه10درجهسانتیگراد25

دقیقه10درجهسانتیگراد37

دقیقه45درجهسانتیگراد42

دقیقه10عالکردنآنزیم()برایغیرف درجهسانتیگراد75



 برای بررسی بیان ژن ها Real time PCRانجام واکنش  3-3-17

اسمتفاده1بمهصمور نسمبیReal-Time PCRهایهدفازسیستم جهتبررسیکمیبیانژن

هااستفادهشد. ژنReal-Time PCRعنوانژنرفرانسبراینرمالکردننتایجهبβ2Mشد.ازژن

انجامشد.اولزیرطبقجدReal-Time PCRواکنش

                                           
1
 Relative Quantification 
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Light Cycler1.5XدردستگاهReal-Time PCRاجزایلازمبرایواکنش-13-3جدول

اجزاتشکیلدهنده(µl) جم

5.6
Master Mix(2X Maxima SYBR 

Green qPCR Master Mix, 

Fermentas)
5.0 Forward Primer (10pmol)
5.0Reverse Primer (10pmol)

1 Template (cDNA) 

4.5diH2O 

13Total volume 
 

هاژن Real-Time PCRبرنامهزمانیمرا لواکنش-14-3جدول

سیکلزماندمامر له

Enzyme activationC°9511دقیقه

DenaturationC°945ثانیه
40 Annealing and 

ExtentionC°6030ثانیه

 FAM/SYBERستگاهدرانتهایمر لهطویلشدندرکانالقرائتنشرفلورسانستوسطد

بود.

(برروینمونههاانجامشد.15-3 جدول)طبقMeltبرنامهPCRبلافاصلهبعدازانجامواکنش
Melting برنامهزمانی-15-3جدول

دمایانتهاییدمایاولیهمرا ل

C°65C°95شیب رارتی
نتیگرادبرایهردفعهافزایش رار درجهسا2/0افزایش رارتی

زمانتوقف
دقیقهبرایاولینافزایش رار 1

ثانیهبرایدفعا بعدی50

FAM/SYBERازکانالSGجمعآوریطیفنشریفلورسانس اصلازقرائتطیفنشری



ررسیبیانبرایبوگزارششد1صور سیکلآستانهه،درنهایتنتایجبذوبپسازآنالیزمنحنی

RESTبرنامهازهاژن
 شد.استفاده2

 

                                           
1
 Cycle Threshold (CT) 

2
 Relative Expression Software Tool 
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 با لیپوفکتامین: HEK-T293ترانسفکشن سلول های  3-4

برایانجامترانسفکشنبستهبهنوسپلیتیکهسلولموردنظردرآنکشتدادهشدهاست،میمزان

دقیقهانکوبهممیکنمیم.سمپس5مخلوطکردهوOpti-MEMرابههمراهمحیط DNAمشخصیاز

دقیقمهانکوباسمیون،5رابامیزانمشخصیازلیپوفکتامینمخلوطکردهوپسازOpti-MEMمحیط

دقیقمهانکوباسمیونممیکنمیم.20موردنظراضافهمیکنیموDNAاینمخلوطرابهمحلول اوی

مقادیرموردنیازبرایانجامترانسفکشندرجدولزیرآوردهشدهاست.


وردنیازبرایترانسفکشنبالیپوفکتامینمقادیرم -16-3جدول

مورد  DNAغلظت 

 استفاده

مقدار محیط مورد 

 نیاز

پلیت مورد  (µLمقدار لیپوفکتامین)

 استفاده

200ng100µL0.4


96well
800ng500µL0.424well
1600ng1mL0.412well



 روی ژن های موردنظر: miR-184تست لوسیفراز برای بررسی تأثیر  3-5

تستلوسیفرازازجملهتستهایمناسببرایبررسینحوهتأثیرژنهاروییکمدیگروسیسمتم

رادر HEK-T293همزارسملول15ژنهایگزارشگرممیباشمد.درتسمتلوسمیفراز،ابتمداتعمداد

خانهبههمراهمحیطبدونآنتیبیوتیمککشمتدادهوفمردایآنروزسملولهمارابما96هایپلیت

-psi-checkII/Bcl2L1, psi-checkII/LINGO-1, psiی ممماویژنهمممایمممموردنظر)وکتورهممما

checkII/Sox-1باروشلیپوفکتامینترانسفکتمیکنیم.دراینروشبهتعدادیازسلولهاعلاوه)

رانیزاضافهمیکنمیم.سملولهماییpLentiIII-miR-184براضافهکردنوکتورهایموردنظر،وکتور

ور اویژنموردنظررادارند،گروهکنترلمحسوبمیشوندوسلولهاییکهعلاوهبمرکهتنهاوکت

 رادارامیباشند،گروهتیمارشدهمحسوبممیشموند.miR-184وکتورهایگفتهشده،وکتور اوی

ساعتبعدازترانسفکشن،سلولهارابمرایانجمامتسمتلوسمیفرازآممادهممیکنمیم.درتسمت48

محلمولزا20µLسازترانسفکشمن،ابتمدامحمیطرویسملولهمارادورریختمه،سمپسلوسیفرازپ

دقیقمهبمادور15(رارویسلولهاریختمهوبمرایممد Passive Lysis Buffer [PLB]لیزکننده)

70000rpm5شیکمیکنیم.سپسµL15ازنمونمهبمههممراهµLازمحلمول(Luciferase Assay 

Reagent II)LARIIمیکسکردهوداخلدستگاهقرارمیدهیم.دستگاهعددیرابهمانشانمیرا

رااضافهکردهوپسازورتکسداخملStop and Glowازمحلول20µLدهد.سپسبهاینمخلوط،

دستگاهمیگذاریمکهعدددومرابخواند.ازتقسیمعدددومبهعدداولومقایسهبمانمونمهکنتمرل

افزایشبیانژنمشخصمیشود.میزانکاهشیا
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(،دوژنکهنشرنمورpsi-checkIIدروکتورطرا یشدهبرایانجامتستلوسیفرازدراینپروژه)

قمرارگرفتمهT7 ضوردارند.اینژنهاتحتپروموتر(،+hlucوhRlucفلورسنتیرابرعهدهدارند)

موردنظرژنmiRNAاگرشدهقرارمیگیرندواندوبهترتیبدربالادستوپاییندستژنکلون

+hlucنشرشدهازژننورفلورسنتآناتصالپیداکردهودرنتیجهمیزانهدفقراردهدبهموردرا

.کمترمیشود

25µLOpti-MEMلیپوفکتامینو0.4µLموردنظرراباDNAاز200ngبرایترانسفکشنمیزان

دقیقهمخلوطرارویسلولهاریختهوبااضافه20بهمیکنیم.پسازدقیقهانکو20مخلوطکردهو

مقمادیرساعتبعدتستراانجاممیدهمیم.48تعدادیازنمونههاراتیمارکردهوmiR-184کردن

استفادهشدهبرایانجامتستلوسیفرازدرجدولزیرآوردهشدهاست.


سفکشندرتستلوسیفرازمقادیرلازمهبرایانجامتران-17-3جدول

 جم

نهایی

(µL)

تعدادسلولدر

 96wellپلیت

miR-184 Opti-

MEM( µL) 

DNA وکتورلیپوفکتامینpsi-

checkII/ 

50 µL 15000 100ng 25µL 100ng 0.4µL Bcl2L1 

50 µL 15000 100ng 25µL 100ng 0.4 µL LINGO-1 

50 µL 15000 100ng 25µL 100ng 0.4 µL Sox-1 



 بیان آنتی ژن های الیگودندروسیتییمونوسیتوشیمی برای بررسی ا 3-6

ایمونوسیتوشمیمیروشمیبمرایتشمخیصپممروتئینهماوپپتیمدهایسملولیاسمتکممهدرآناز

بیومولکولهایویژهآنپپتیدهاوپروتئینهاکهغالباًآنتیبادینامیدهمیشوند،استفادهمیشود.

گرمانندفلوروفور،آنزیمویارنگفلورسنتیمتصلهسمتندوبسمتهاینآنتیبادیهابهیکگزارش

بهنوسگزارشگرمتصلبهآنتیبادی،روشتشخیصبیانآنتیژننیزمتفماو ممیباشمد.درایمن

NPSCsسملولهمایمتصلمیباشد.برایانجاماینآزمایش، HRPآزمایش،آنتیبادیثانویهمابه

سملول 4,5,6دادهشدندوبرایبررسیمیزانتمایزآنهادرروزهمایدرمحیطکشتتمایزیکشت

 1هاراباتلاقی
%سردبمهمحمیطروی4%فیکسکردیم.برایفیکسسلولهاکمیپارافرمالدهید30 

دقیقهمحیطبههمراهپارافرمالدهیدرادورممیریمزیم.سمپسروی 5سلولهااضافهکردهوپساز

دقیقهدردمایاتماققمرار 5دقیقهدریخچالو 20سردرااضافهکردهو% 4یدسلولهاپارافرمالده

بارشستوشومیPBS، 2میدهیم.بعدازقراردادندردمایاتاق،پارافرمالدهیدرادورریختهوبا

دقیقمهدر 45%اضمافهکمردهو5دهیم.اگرآنتیبادیموردنظرسطحیباشد،سرمبزیراباغلظمت

یاتاققراردادهوسپسآنتیبادیاولیهراباغلظتمشخصشدهدرپروتکلآنتیبمادیکمهبمادما

                                           
1
 Confluency 
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BSA0.1%رقیقشدهاست،رویسلولهاریختهویکشبانهروزدریخچالانکوبهممیکنمیم.اگمر

مد باروهرباربرای3آنتیبادیموردنظرداخلسیتوپلاسمیباشد،قبلازاضافهکردنسرمبزی،

، PBSبارشستوشوبما2شستوشودادهوپساز Triton-X100 0.4%سلولهارابادقیقه 5-10

مرا لبعدیراتکرارمیکنیم.بعدازقرارگرفتنسلولهابهممد یمکشمبانهروزدرآنتمیبمادی

دقیقمه 5روهمربما بارTween0.1% 3شستوشومیدهیم.سپسباPBSباربا2اولیه،سلولهارا

دردممای BSA1%دقیقمهبما 30شستوشومیدهیم.پسازشستوشو،سلولهارابرایممد 

رویسلولهاریختهو1:1000پسازانکوباسیون،آنتیبادیثانویهراباغلظتاتاقانکوبهمیکنیم.

محلمولوشسمتوشموداده PBSیکساعتدرانکوباتورقمرارممیدهمیم.سمپسسملولهمارابما

DAB(3,3’ Diaminobenzidine) دقیقمه 5دقیقهبهسلولهمااضمافهکمردهوپمساز 5رابهمد

ثانیمه 20سلولهاراباآبمقطرمیشوییم.سپسباهماتوکسیلینسلولهارارنگکردهوپمساز

بینبمرود.سلولهاراباآبمقطرشستوشومیدهیمتازمانیکهرنگ اصلازهماتوکسیلیناز

سپسزیرمیکروسکوپمیزانبیانآنتمیژنهمایمتصملبمهآنتمیبمادیرامشماهدهممیکنمیمو

هایتیمارشدهرابانمونهکنترلمقایسهمیکنیم.نمونه

وسترن بلاتینگ روی نمونه های پروتئینی استخراج شده از سلول های هفته دوم و  3-7

 سوم:

باشمدکمهدرهایایمونولوژیمکممیهابرپایهروشیپروتئینهایارزیابوسترنبلا یکیازروش

توانمدمموردهاینوترکیمبممیهایمختلفازجملهفرآیندهایپاییندستیدرتولیدپروتئین یطه

استفادهقرارگیرد.

رودکمهازدومر لمهکمارممیهوسترنبلا برایشناساییپروتئینوارزیمابییکپمارچگیآنبم

تشکیلشدهاسمت.ازتکنیمکالکتروفمورزبمرای2گذاریولکه1آمیدآکریلررویژلپلیالکتروفورزب

ییدهوموژنبودنیکنمونمهبررسیزیروا دهایتشکیلدهنده،تأها،جداسازیمخلوطیازپروتئین

درSDS_PAGEشمود.هابرایکاربردهایدیگمراسمتفادهممیسازیپروتئینپروتئینیوبرایخالص

آمیدبهعنموانآکریلآمیدوبیسآکریلیکالکتروفورزیکبعدیاستکهدرآنازبسترپلی قیقت

هابارمنفیگرفتمهوبمهایمنهمهپروتئینSDSشود.دراینپروسهبااستفادهازپایهژلاستفادهمی

زژلگیمرد.درالکتروفمورهماصمور ممیهابررویژلبراساسوزنمولکمولیآنترتیب رکتآن

هاازمیانمنافذموجوددرماتریکسدراثرمیدانالکتریکیتولیدشدهپروتئین(PAGE)آمیدآکریل

هاتوسطمنافذژلوهمچنینسایز،باروشکلپمروتئینکنند.سرعت رکتپروتئینژل رکتمی

می PVDFیماتروسلولزنیکاغذبهژلازشدهالکتروفورزهای پروتئینبلاتینگمر لهدرشود.تعیین

الکتروفمورزدر.گیرنمد میقرارشناساییمورداختصاصیبادی آنتیازاستفادهباسپسوشدهمنتقل

ازهما پروتئینعبورباهمزمان(SDS  ضوردرمثالعنوانبه)کنندهدناتورهشرایطتحتبعدییک

                                           
1
 Polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE) 

2
 Blotting 
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ازمولکمولیسمایزبراسماسهما ینپروتئ،)+(آندالکترودسمتبهآمید آکریل پلیژلماتریکسمیان

بخمششماملکمهقسممتیدوصمور بهتکنیکایندراستفادهموردژل.شوند میتفکیکیکدیگر

قرار Stacking Gel بخشآنرویبرواست Resolving/Separating/Running Gel نامبهژلاصلی

.شوند می مایتالکتروفورزدستگاهدرای شیشهصفحا توسطمجموعهاینکهگیرد می

صمور بمهتکنیمکایمندراسمتفادهمموردپروتئینیهای نمونهبرایانجامآزمایشبایددرابتدا

ا یماءمنظموربمه.گیمرد ممیصمور SDS ضوردرهاآنجوشاندنباعملاینکهدرآیندمحلول

کننمدها یماءبما ترکیازمعمولاًهاآنسازی محلولبهکمکوها پروتئیندرموجودS-Sباندهای

مموردژلسمایزبررسی،موردهای نمونهتعدادبراساسابتدا.شود میاستفادهنیزDTT/2-MEنظیر

نمونمه، جممبراسماس.کنمیم ممیانتخابرانمونه جمبامناسبای شیشههای پلیتسپسنظر،

Spacer Plate پمروتئین جممچمههمرکهدارد،وجودمتری میلی1.5و0.75،1های اندازهباهایی

 Short نمامبهدیگریشیشه.کنیم میاستفاده(مترمیلی1.5)بزرگتراندازهازباشیمداشتهبیشتری

Plate رویبرکهداردوجود Spacer Plate فمراوانآبباراها شیشهکارشروسازقبل.گیرد میقرار

بماسمپس.نباشمدآنرویبمراثرییاهلکگونه هیچتاکنیم میآبکشیدیونیزهمقطرآبباوشسته

هماپایمهدرونودادهقمرارهممرویبمرراهاشیشهسپس.کنیم میخشککاملاًوتمیز%70الکل

.کنیم میفیکس

50فمالکونلولهیکدرنظرمورددرصدبامتناسبرانیازمورداجزاءتمامابتداژلهرتهیهبرای

 ممیاضمافهانتهمادردارنمدکاتمالیزورینقشکهراTEMED & APSفقطنمودهاضافهلیتری میلی

سریعاًوکردمخلوطآرامیبهراژلدهندهتشکیلموادبلافاصلهبایدهاآنافزودنازبعدچونکنیم

.ریختای شیشههای پلیتبینفضایدر

 تریسبافریارمقطآبباراژلسطحوریختهدورراروییالکللایهژلبستنازاطمینانازپس

pH=8.8 بعدوکردهخشککاملاکنخشککاغذباسپس.شوییم میکاملطورهبStacking gel  

لیتمری میلمی15فمالکونلولمهیمکدرمربوطهجدولمطابق%5غلظتونیازمورد جمبراساسرا

 ممیای شیشمهیها پلیتبالاییلبهنزدیکیتا Resolving gel رویوکردهآمادهقبلروشهمانند

.ریزیم

ومنافذتمامیژلکهای گونهبهکنیم میفرو Stacking gel محلولدرآرامیبهراشانهبلافاصله

یاهاچاهکزیرهوایی بابگونههیچتاکنیم میدقتضمناً.کندپرراشانهبینواطراففضاهای

.است min 20-15 دوداتاقدمایدرژلبستنبراینیازموردزمان.نشودایجادهاآناطراف

دسمتگاهتانمکدرخمودجایگماهدرراای شیشههای پلیتوآمادهژلمجموعهژل،بستنازپس

بماراتانمکپایینیوبالاییمحفظهسپس.کنیم میمحکمخودجایدرراآنودادهقرارالکتروفورز

بمدونودقمتباسپس.بپوشاندراکاتدوآندایالکترودهکاملاًکهای گونهبهپرکردهالکتروفورزبافر

 آوریم. میبیرونژلداخلازراشانهچاهک،های دیوارهبهزدنآسیب
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لولمهیکدر  sample buffer 5Xبا4:1نسبتبهراهاآنپروتئینی،های نمونهکردن آمادهبرای

درشموددقمت.)جوشانیم میقهدقی10-5مد بهدرجه100دمایدرونمودهمخلوط5/1اپندورف

 SDS ننمموداضمافهازبعمدوقبلکننده،لیزبافردرپروتئازهای کنندهمهارازاستفادهعدمصور 

sample buffer پروتئینازهمایتماکنمیم ممینگهمدارییخرویراها نمونهها،آنجوشاندنزمانتا

.(نشوندآنتخریبسببنمونهدرموجود

بنظرموردترتیببهرا(پروتئینیمارکر)مولکولیوزناستانداردوشدههآمادهای نمونه وسمیلهه

قرارنظرموردچاهکدردقیقاًنمونههرتاریزیم میدقتباوآرامیبهمربوطههای چاهکدرسمپلر

.گیرد

گاهدسمتولتماژونمودهوصلpower supplyبهصحیحطوربهراالکتروفورزرابطهای سیمسپس

ژل،انتهمایبمهبروموفنلرنگرسیدنازبعد.کنیم میrunراژلوکردهتنظیمولت150رویبررا

بوکردهبازراای شیشههای پلیتکرده،قطعراجریان بمهبعمد.کنمیم ممیخشکوشستهخوبیه

کممکبمایمزنراStacking gelقسممتوکمردهجمداهممازspacerازاستفادهباراها شیشهآرامی

spacerبریم می.

.بمریم ممیهما ژلانمدازهبهرا PVDF یانیتروسلولزکاغذکرده،پر1Xانتقالبافرازراژلسینی

آببابعدگذاشته%100متانولدرثانیهچندرا آنابتدااست،هیدروفوبخیلیچون  PVDF  کاغذ

کاملاتادهیم میقرارانتقالبافردررا آنسپسو(کردنور غوطهبا)شوییممیکاملادیونیزهمقطر

.بخوردخیس

سماندویچتهیمهبمهشمروسزیمرترتیببهسیاهطرفازوکردهبازژلسینیداخلرامربوطهقاب

:کنیممیبلاتینگ

قابسیاهطرف-1

اسفنج-2

صافیکاغذ-3

ژل-4

PVDF) یانیتروسلولزغشاء-5 وژلبینهای  بابغلتک،یکازاستفادهبامر لهایندر(

.بریم میبینازراغشاء

صافیکاغذ-6

اسفنج-7

قابسفیدطرف-8

وکمردهپمر1Xانتقالبافرباراقاببالاییلبهتاتانک،داخلآنقراردادنوساندویچتهیهازبعد

پلمیآکریملپسازپایانانتقمال،ژل.کنیم میrunدقیقه90-70مد بهmA400آمپردرسپس

-آمیزیکردهوسپسبامحلمولرنمگآمیزیکوماسیبلوبهمد یکشبرنگروشرنگاآمیدراب

هامطمئنشویم.بعمدآنکنیمتاازمیزانانتقالپروتئینبریمی%(فیکسورنگ10بر)اسیداستیک
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کهبمرایچنمدمماهقابملبندیمراداخلکیسهپلاستیکقراردادهوکاملاًبا رار ،اطرافآنرامی

نگهداریاست.برایایمونوبلاتینگابتداغشاءرادریکظرفپلاستیکیقراردادهورویآنمحلمول

Blockingساعتدردمایاتماقبمرروی2رابهمد  سپسآن.رابپوشاند میریزیمتاکاملاًآن

کنیم.شیکرانکوبهمی

میکارهموادیکهبرایمر لهبلاکینگب ،%5()شیرخشکSkimmed milkروندعبارتنداز:

.BSA3-5%،%5ژلاتین

کنیم.استفادهمیTBS 1Xبهمنظوررقیقکردنموادبلاکینگازبافر

بادیاولیهنیزبایدبهبادیاولیهانکوبهکنیم.آنتیبعدازاتماممر لهبلاکینگ،غشاءرابایدباآنتی

%بمافر2-0.5 ماویTBS 1Xبمادی،درمربوطبمههممانآنتمیDatasheetنسبتمشخصشدهدر

بادیاولیهرارویشیکرقراردادهوبهمد یکشبدربلاکینگ،رقیقگردد.غشاءغوطهوردرآنتی

کنیم.یخچالانکوبهمی

کنمیمآوریممیرادرونیکلولهفالکونبرایاستفادهمجددجمعبادیآنروزبعدمحتویا آنتی

توانبهآنسدیمآزایمداضمافهبادیمی)نگهداریدریخچال(،بهمنظورجلوگیریازآلودهشدنآنتی

داریمم.TBSیماTBSTدقیقمهبما15-10بادیاولیه،سهمر لهشستشویبعدازبرداشتنآنتیکرد.

بمادیثانویمهیبعدازشستشونوبتبهافزودنآنتتماممرا لشستشوبایدبررویشیکرانجامگیرد.

رقیمقشمود.TBS 1Xبادیاولیهطبقدسمتورالعملبایمددربادیثانویهنیزمانندآنتیرسد.آنتیمی

کنیمودردمایاتاقبهمد یکتمادوسماعترویبادیثانویهرقیقشدهراباغشاءمجاورمیآنتی

بمادیگهاست.باتوجهبهنموسآنتمیکنژوHRPبادیثانویهمورداستفاده،آنتیکنیم.شیکرانکوبهمی

 کنیم.بادیثانویهراانتخابمیاولیهکهدرچه یوانیتولیدشدهباشدیعنیموشیاخرگوش،آنتی

براساسپروتکملکیمت درپایاننیزبانداختصاصیپروتئینیرابهروشلومینسانسشناساییکردیم.

رابامخلوطHRPحلولآمادهکارسوبسترایآنزیموغیره(ابتدامRoshe،Amerchamلومینسانس)

کنیم)درمجاور نورنباشد(وبعمددرآمادهمی2و1هایشمارههایمناسبازمحلولنمودن جم

ایازفمیلم سماسرادراتماقتاریمکقطعمه ریمزیم.اتاقتاریکزیرنورقرمزرویسطحغشماءممی

-بندیم.اجازهممیرویغشاءگذاشتهودربکاستمحافظرامیرامتناسببااندازهغشاءبریدهوآن

دقیقهباغشاءمجاورباشدتااثرنور اصلازواکنشآنزیموسوبسمترابمرروی5دهیمفیلمبهمد 

دقیقهدرمحلولظهورقراردادهتافیلمبانمدهای3-2فیلمنقشببنندد.سپسفیلمراخارجکردهو

دقیقمهدرمحلمول2دقیقهدرآب،بمهممد 1وپسازشستشودادنبهمد  اصلراظاهرشود

  دهیم.دقیقهشستشومی1فیکساتورثابتکردهسپسبهمد 
 آماده سازی پلاسمید برای تزریق: -3-8

مخلوطکردهوبه جممGreen buffer1xپلاسمیدیرابارنگDNAاز1µg–0.5میزان

میکرولیترمیرسانیم.100
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 in vivoانجام آزمایش  -3-9

وا دبمهازای200روزهراانتخابکردهوبارعایتقوانیناخلاقی،میزان12.5موشهایباردار

گرمدارویبیهوشیکتامینزایلیزینرابهصور داخملصمفاقیتزریمقممیکنمیم.پمساز20هر

هارابهآرامیازیکشماخهبیهوششدنموشوبررسیرفلکسموش،شکمآنرابازکردهوجنین

ر میموشخارجکردهوپلاسمیدآمادهشدهرابهمغزموشهاتزریقمیکنیم.پسازتزریمق،بما

میلیثانیمهایجمادممیکنمیم.پمساز5ولترابهمیزان38استفادهازدستگاهالکتروپوریشنپالس

وبخیهمیزنیم.بایدمراقبباشمیمکمهدرانجامالکتروپوریشن،جنینهارابهآرامیواردشکمکرده

 ینجرا یجنینهاخشکنشوند.برایجلوگیریازاینعملازنرمالسالیناستفادهممیکنمیم.

درجهسانتیگرادباشمد.پمساززدنبخیمهمموشهمارادرقفمس37همچنیندمایبخشجرا ی

CO2روزموشهاراباروش2.پسازگذاشتهوآبوغذایآنهارادردسترسشانقرارمیدهیم

تزریقمیکنیمتاموشبمیرد.سپسشکمموشهارابازکردهوشاخهتزریقشدهوکنترلرابیرون

وپروتئینراانجاممیدهیم)مشمابهاسمتخراجRNAآوردهومغزآنهاراجدامیکنیم.استخراج

RNA لیزبافتمغزاضافهمیشود.بافرلیمزکننمدهبمهوپروتئینگفتهشده،تنهایکمر لهبرای

دقیقهبا داکثرسرعتمیگذاریم.(15همراهبافتداخلدستگاهلیزکنندهبرایمد 
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 نتایج مربوط به تهیه سازه مورد نیاز برای انجام پروژه -4-1

 pLentiIII-miR-184نتیجه استخراج پلاسمید  -4-1-1

کهطبقنکا ذکرشدهدربخشموادوروشهابرایانجمامایمنpLentiIII-miR-184پلاسمید

سماعتهاسمتخراجگردیمدو16پروژهانتخابگردیدابتداازباکتری اویاینپلاسمیدپسازکشت

پلاسمیدبهبردهشدتابررسیشودکه1سپساینپلاسمیدهایاستخراجشدهرویژلالکتروفورز%

درستیاستخراجشدهاست.ازطرفدیگراینژلنشاندهندهمیزانغلظتپلاسمیداستخراجشمده

نیزبود.

استخراجشمدهرویژلآگمارزدرشمکلpLentiIII-miR-184نتایج اصلازالکتروفورزپلاسمید

دیدهمیشود.1-4شماره

 
pLentiIII-miR-184،چاهکدومپلاسمیدBioRonه از شرکت خریداری شد 1kbچاهکاولنردبانژنی-1-4شکل

 

 ,psPAX2با استفاده از پلاسمیدهای  HEK 293Tنتایج ترانسفکت سلول های  -4-2

pMD2G pLentiIII-miR-184, با روش کلسیم فسفات 

ایمنوکتموررابمههممراهدوپلاسممیددیگمر،pLentiIII-miR-184جهتبررسیعملکردوکتمور

pMD2G وpsPAX2،بممااسممتفادهازروشکلسممیمفسممفا واردسمملولهممایHEK 293T.گردیممد

درصور عملکردصمحیحpLentiIII-miR-184باوکتورHEK 293Tآزمایشترانسفکتسلولهای

دروکتور،بایدهمراهباسبزرنگشدنسلولهاییکمهGFPباتوجهبهوجودژنکدکنندهپروتئین

هاراهیافتهاست،باشد.اینموضوسبهایندلیلمیباشدکمهپمروتئینفلورسمنت وکتوربهدرونآن

سبزدرزیرمیکروسکوپفلورسنتبهرنگسبزدیدهمیشود.

 1        2 
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وکنتمرلانجمامگرفمت.درpLentiIII-miR-184ترانسفکتسلولهادردوگروهتیماربماوکتمور

سیمفسفا صور میپذیردوهیچوکتوریبهگروهکنترلعملترانسفکتتنهابابافرهایروشکل

 psPAX2افزودهنمیگردد.قابلذکراستکمهپلاسممیدهایHEK 293Tمحیطکشتسلولهای

 وپلاسممیدباشمدبمودهکمهتولیمدکننمدهپمروتئینهمایسیتوپلاسممیویمروسممی gag ماوی

pMD2Gاویژن VSV-Gنمیکند.میباشدکهپروتئینهایپوششیویروسرابیاpLentiIII-

miR-184نیز اویmiR-184میباشدکهدراینپروژهموردبررسیقرارمیگیرد.اینسهوکتوربا

راترانسفکتمیکنندوتولیدویروسدراینسلولهاHEK 293 Tروشکلسیمفسفا سلولهای

صور میگیرد.

(تحمتکنتمرلپرومموترGFPرسمنتسمبز)ژنپمروتئینفلوpLentiIIIباتوجهبهساختاروکتور

CMV میگردد.اینپروموتربااستفادهازبیانRNAپلیمرازIIعملرونویسیراانجاممیدهد.از

تحتکنترلهمینپروموتربیانمیشود.نیزmiR-184طرفدیگرژن

بمهدرونهمانگونهکهاشارهگردیددرصور انجمامدرسمتعمملترانسفکشمنوورودوکتورهما

هاوهمچنینعملکرددرستپروموترسلولهایترانسفکتشدهزیرمیکروسکوپفلورسنتبمهسلول

رنگسبزدیدهخواهندشد.ازطرفدیگردرگروهکنترلباتوجهبهعمدمافمزودهشمدنهمیچگونمه

وکتوریسلولهانبایدسبزشوند.

سکوپفلورسنتممیباشمد.درایمنزیرمیکروHEK 293Tنشاندهندهسلولهای-2-4شکل

ترانسفکتشدهانمدولمیتنهمابمانمورمرئمیمشماهدهpLentiIII-miR-184شکلسلولهاباوکتور

راپسازترانسفکتنشانمیدهد.HEK 293Tشوند.اینتصویرشکلظاهریسلولهایمی
 

 
دراینشکلبهجاینورمرئیازنورفرابنفشبراینشاندهندهسلولهاینشاندادهشدهدرشکلقبلمیباشد.-4-3شکل

مشاهدهسلولهااستفادهشدهاستوهمچنینازفیلتررنگمناسباستفادهگردیدهاستتاسلولهادرصور داشتنپروتئین

GFPبهرنگسبزدیدهشوند.همانگونهکهمشاهدهمیشودسلولهادراثرترانسفکتباوکتورpLentiIIIاینشکلبهدر

.رنگسبزدیدهمیشوندکهنشاندهندهموفقیتآمیزبودنآزمایشترانسفکتمیباشد
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ازهماننمایاشکالفوقالذکرمیباشد.دراینشکلسلولهاهمبانورHEK 293Tنشاندهندهسلولهای-4-4شکل

درصدسلولهایترانسفکتشدهپیبردوهمانگونهکهازمرئیوهمبانورفرابنفشدیدهمیشوند.ازاینشکلمیتوانبه

شکلپیداستتقریباًتمامیسلولهادراینگروهترانسفکتشدهورنگسبزپیداکردهاند.

 


 

 نتایج تعیین تیتر ویروس  -4-3

پسازتولیدوتغلیظویروس،تیترویروستولیدشدهبمااسمتفادهازفلوسمایتومتریتعیمینشمد.

(5-4ل)شک
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 سلولهایتیماروکنترلجهتبررسیمیزانپارتیکلویروسیتولیدشده.GFPنتایجمربوطبهبررسیمیزانبیان5-4شکل

سلولهایتیمارمیGFPنشاندهندهسلولهایکنترلاستوتصاویردیگرنشاندهندهغلظتهایمتفاو بیان1تصویر

 باشند.


هایویروسمحاسبهشدههرپلیتسلولکهباتوجهبهنتایجفلوسایتومتریمحاسبهشدهاست.میزانپارتیکل1-4جدول

Virus (Particle/ml) شمارهپلیت

52000001
60000002
68000003

 

-miRجهت بیان ژن  Neural progenitor stem cellنتایج ترانسداکت سلول های  4-4

 دندروسیتو تمایز به سمت سلول های الیگو 184

بمااسمتفادهازایمنNPSCپسازساختهشدنویروسهایلازمبرایانجمامپمروژهسملولهمای

هاترانسداکت)آلودهکردنباویروس(شدند.سلول
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باویروسهمای ماویژنNPSCاینکاردردوگروهصور پذیرفتکهدرگروهاولسلولهای

هدرواقعگروهاصلیمیباشدونتایجآنالیزهاییکمهترانسداکتشدند.اینگروmiR-184کدکننده

رویاینگروه)البتهدرمقایسهباگروهکنترل(صور میگیردنشاندهندهتأثیریاعمدمتمأثیرژن

miR-184درمیزانتمایزسلولهایNPSC.خواهدبود

نهمامحمیطکشمتگروهدومباهیچویروسیتیمارنشدودرواقعبهجایمحیط اویویمروست

ممیباشمد،رویFBS%10استفادهممیگمرددو ماویNPSCمعمولیکهبرایکشتسلولهای

هااضافهگردید.سلول

میباشدmiR-184نشاندهندهسلولهایترانسداکتشدهباویروسهای اویژن6-4شکل

کهزیرفیلترسبزرنگمیکروسکوپفلورسنتدیدهمیشود.
 

 
زهمانسلولهارازیرنورمرئینشانمیدهد.نی-7-4شکل

 

 
نیزهمانسلولهازیرهردونورمرئیوفرابنفشرانشانمیدهد.بااستفادهازاینشکلمیتوانبهدرصد8-4شکل

هایساعتازتیمارسلول48هایترانسداکتشدهپیبرد.باتوجهبهطرا یآزمایشصور گرفتهعکسهاپسازسلول

NPSCخانهکاشتهشدهوهمزمانباویروستیمارشدهبودندگرفتهشدهاند.48هزارسلولدرکفپلیت30کهبهتعداد
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کتشمدهراتحمت،سلولهمایترانسمداکشنساعتپسازترانسدا48اینآزمایشهمچنیندر

روزسلولهارابااینآنتیبیوتیک5تا3تأثیرآنتیبیوتیکپورومایسینقراردادهوبرایمد زمان

انکوبهمیکنیم.اینکاربرایمطمئنشدنازترانسداکشنسلولهابودهواینکمهرنمگسمبزدیمده

شدهزیرمیکروسکوپفقطبهدلیلترانسداکشنسلولهابودهو قیقیاست.
 

 روی نمونه های ترانسداکت شده Real-time PCRنتیجه آنالیز  -4-5

بماNPSCروزازانجامترانسداکشن)ورودویروسبهدرونسملول(سملولهمای7گذشتپساز

وکنترل(سلولهاازکفپلیتباتریپسینکندهشدهوmiR-184ویروسهایمربوطه)دوگروهژن

همایRNAهاوجهتاستخراجتمامیRNAانجامگرفت.باتوجهبهاندازهRNAهااستخراج ازآن

موادوروشهابهآناشماره 15-3-3کهدربخشtotal RNAنمونهازپروتکلاستخراجموجوددر

گردیدهاست،استفادهشد.

شمدند.جهمتDNAهایاستخراجشدهتبدیلبهRNAسازی،cDNAپسازاینباانجامعمل

NPSCاسمتخراجشمدهازسملولهمایRNAمیکروگمرماز5سازیبهمیمزانcDNAانجامواکنش

ترانسداکتشدهاستفادهگردید.

صور گرفت.بمااسمتفادهازReal-time PCRهایساختهشدهآنالیزcDNAدرمر لهبعدروی

 Real-timeراانمدازهگیمریکمرد.آنمالیزmiR-184میتوانمیزانبیانژنReal-time PCRروش

PCRصور پذیرفت.هممچنمینسیکل40درجهسانتیگرادودر60دردمایتشکیلساختارهای

برایهرجفتپرایمردونمونهکنترلمنفینیزدرهرواکنشتهیهشدکهایمننمونمههماکمههمیچ

cDNAایبهآنهاافزودهنمیشودنبایددرآنالیزهاپیکبدهندودرصور وجودهرگونمهپیمک

نامیدهممیشمود.درdimer primerهاباشدکههمانRNAاینموضوسبایدمربوطبههیبریدخود
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صورتیکهایننمونههانورفلورسنتداشتهباشندوآنالیزهایدمایتشکیلسماختارهانیمزتفماوتی

 نشاندهدنشاندهندهآلودگیکاربودهونتایجقابلآنالیزنخواهندبود.

ممیباشمد.ایمن1نه،پارامتریبهنامسیکلآستاReal-time PCRپارامترمهمدرآنالیزدادههای

آستانهسیکلیرانشانمیدهدکهدرآنتمامینمونههادرآنآنالیزواردفازلگاریتمیشمدهانمدو

دوبرابرمیشود.پسازPCRدر التایدهآلکهپرایمرکاراییبهینهدارددرهرمر لهمحصولا 

ازنمودارهمایفلورسنسمیبیمانگرتعیینخطآستانهمؤلفهطولمحلبرخورداینخطبماهمرکمدام

 Rotor GeneدربرناممهReal-time PCRسیکلمربوطهخواهدبود.اینمر لهازآنمالیزدادههمای

انجامشد.پسازاخذدادههایمربوطبهسیکلآستانهایندادههابرایآنمالیزمیمزانبیمانو6000

بودهوQIAGENنبرنامهمحصولیازشرکتشدند.ایREST 20092بررسیهایآماریواردبرنامه

بهکارمیرود.Real-time PCRبرایآنالیزدادههای اصلاز
 

-miRدرگروهیکهبماویروسهمای ماویژنmiR-184باتوجهبهدادههایاینقسمت،بیانژن

ابرایمنمطلمبتیمارشدهبودندبهطرزقابلتوجهینسبتبهگروهبکبونبالاتربودهاست.بنم184

میتوانآنالیزهایبعدیکهجهتبررسیتأثیراینافزایشبیانرویعملکردوتمایزسلولبمهکمار

میروندراانجامدادوبها تمالزیادتأثیراتیکهدرقسمتهایبعدیبهآنهااشارهخواهدگردید

روی miR-184اثمر7تممایزدرروزدراثراینافزایشبیانبهوقوسپیوستهاند.بمرایبررسمیمیمزان

موردبررسیقرارگرفت. Olig2, MBP, GFAP, NFM, Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1هایژن



 
 

                                           
1
 Cycle of threshold(CT) 

2
 Relative expression software tool 
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درهفتهاول miR-184نتایجبررسیژنهایهدف-9-4شکل



 miR-184نیزتکرارشدودرهربارمیزانبیمانژنهماو21و14تمامیاینآنالیزهادرروزهای

دبررسیقرارگرفتونتایجبهدستآمدهطبقپیشفرضهایمابودند.بهایمنترتیمبکمهژنمور

کمهبمهعنموانBcl2L1,LINGO-1, Sox-1افزایشبیانرانشاندادهوژنهایOlig2, MBPهای

مامیباشند،کاهشبیانازخمودنشمانممیدهنمد.هممچنمین،ژنهمایmiRNAژنهایهدف

GFAP, NFMبهترتیببهعنوانژنهایاصلیموردبررسیسلولهاینمورونیوآستروسمیتیکه

راQRT-PCRنتمایج اصملازبررسمی6-4میباشند،کاهشبیانازخودنشانمیدهند.جمدول

نشانمیدهد.



درهفتهدوم miR-184نتایجبررسیژنهایهدف-10-4شکل
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 درهفتهسوم miR-184نتایجبررسیژنهایهدف-11-4شکل

ازمحیطبدونفاکتوررشدنیزاستفادهگردیدونتایجmiR-184همچنینبرایبررسیعملکرد

درزیرآمدهاست.وسومهفتههایاولودوم
 




اولدرهفتهبامحیطفاقدفاکتوررشدmiR-184هدفیژنهایبررسجینتا12-4شکل






دومفاقدفاکتوررشددرهفتهطیبامحmiR-184هدفیژنهایبررسجینتا13-4شکل
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سومفاقدفاکتوررشددرهفتهطیبامحmiR-184هدفیژنهایبررسجینتا14-4شکل



 روی نمونه های ترانسداکت شده ICCنتیجه آنالیز -4-6

 کسفمی4 5,6,خانمهدرروزهمای4،ابتداسلولهمارویپلیمتICCدربررسیانجامشدهدرروش

موادوروشهاانجمامشمد.سمپس  6-3 شدند.مرا لفیکسسلولیطبقروشذکرشدهدربخش

سلولهایفیکسشده،زیرمیکروسکوپنوریمشاهدهشدندوبامقایسمهسملولهمایترانسمداکت

 MBPو  Olig-2, NKX2.2شدهباگروهکنترل،میزانبیانآنتیبادیهایمتصلبهآنتیژنهمای

ازجملهآنتیژنهایبیمانیدرسملولNkx2.2وOlig2یسیقرارگرفتند.آنتیژنهاموردبرر

بممرایبررسممیتمممایزMBPآنتممیژنمممیباشممند. (OPC)هممایپممیشسممازالیگودندروسممیتهمما

استفادهشدهاستکهتمایزنهاییرانشانمیدهد.21الیگودندروسیتیدرروز

 


برایبیانآنتیبادی5کنترلدرروزوسلولهایترانسداکتشدهدهندهسلولهایگروهبهترتیبنشان16-4و15-4شکل

Olig2و کهبافلورسنتDAPI.رنگآمیزیشدهاند
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بهترتیبنشاندهندهسلولهایگروهکنترلوسلولهایترانسداکتشدهبرایبیانآنتیبادی18-4و 17-4شکل

NKX2.2هستند5درروز.



 
MBPبرایبیانآنتیبادیکنترلوسلولهایترانسداکتشدهبهترتیبنشاندهندهسلولهایگروه20-4و19-4شکل

هستند.21درروز







 Neural progenitor stem cellنتایج وسترن بلاتینگ سلول های  -4-7

هواثمرآنبمررویترانسداکتشمدNPSCرویسلولهایmiR-184برایتأییدبیشترازتأثیر

ژنهایموردنظروسترنبلاتینگروینمونمههمایترانسمداکتشمدهوگمروهکنتمرلدرروزهمای

نیزانجامشد.7,14,21
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روینمونهکنترلوBcl2L1وOlig2،MBP، Sox-1شاندهندهبررسیآنتیبادین21-4شکل

سلولترانسداکتمیباشد.



 
کنترلوسلولترانسداکتشدهاست.روینمونهMBPوOlig2،Nkx2.2آنتیبادینشاندهندهبررسی-21-4شکل

ینمونههایروβ-actinیکنترلوچاهکسومکنترلداخلینمونههایروβ-actinیچاهکاولودومکنترلداخلالف(

یبادیباآنتmiR-184تشدهباچاهکاولودومنمونهکنترلوچاهکسومنمونهترانسداکب(باشد.یترانسداکتشدهم

MBPچاهکاولودومنمونهکنترلوچاهکسومنمونهترانسداکتشدهباج(باشد.یمmiR-184یبادیباآنتOlig2یم

میباشد.Nkx2.2باآنتیبادیmiR-184باسومنمونهترانسداکتشدهچاهکاولودومنمونهکنترلود(چاهکباشد.
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روینمونهکنترلوسلولترانسداکتشدهLingo-1, Sox-1, Bcl2L1نشاندهندهبررسیآنتیبادیهای-22-4شکل

میβ-actinبرایآنتیبادیکنترلوچاهکسومنمونه miR-184ترانسداکتشدهبانمونهودوماست.الف(چاهکاول

یمLingo-1یبادیآنتیاهکسومنمونهکنترلبراوچmiR-184چاهکاولودومنمونهترانسداکتشدهباباشد.ب(

باشدیمSox-1یبادیآنتیوچاهکسومنمونهکنترلبراmiR-184چاهکاولودومنمونهترانسداکتشدهبا.ج(باشد

.دباشیمBcl2L1یبادیآنتیوچاهکسومنمونهکنترلبراmiR-184چاهکاولودومنمونهترانسداکتشدهباد(

 

 نتایج مربوط به تهیه سازه مورد نیاز برای انجام پروژه -4-8

 psi-checkIIنتیجه استخراج پلاسمید -4-8-1

برایانجمامایمنپمروژهوکهطبقنکا ذکرشدهدربخشموادوروشهاpsi-checkIIپلاسمید

ایمنپلاسممیدانتخابگردیدابتداازباکتری ماویBcl2L1, LINGO-1, Sox-1کلونینگژنهای

ساعتهاستخراجگردیدوسپساینپلاسمیدهایاستخراجشدهرویژلالکتروفمورز16پسازکشت

بردهشدتابررسیشودکهپلاسمیدبهدرستیاستخراجشدهاست.ازطرفدیگراینژلنشان%8/0

دهندهمیزانغلظتپلاسمیداستخراجشدهنیزبود.

 Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1ی تکثیر ژن های برا PCRنتیجه واکنش  -4-8-2

DNAهااشارهگردیدازروی یمرهایکلونینگکهدربخشموادوروشهابهآنبااستفادهازپرا

(تکثیرگردیدند.باتوجهبهاینکهBcl2L1, LINGO-1, Sox-1ژنومیکقطعهموردنظرمان)ژنهای

جفتبازداردانتظارداریمرویژلپسازانجمام1600 ,900 ,600اینژنهابهترتیبطولیبرابربا

الکتروفورزژلآگارزنیزدرمقایسهبانردبانطول،قطعهایکهمشاهدهمیشودطولیبرابمربماایمن

تعدادبازداشتهباشد.

ازطرفدیگرتوجهبهتوالیاستفادهشدهدرپرایمرهانیزضروریمیباشد.باتوجهبهایمننکتمه

کلمونpsi-checkIIکلونشمدهبعمداًدروکتمورBcl2L1, LINGO-1, Sox-1هقراراستژنهایک

صمور XhoIوNotIگرددواینکاربااستفادهازجایگاههایبرشدهندهآنزیمهایمحدودکننده

تموالیهمای’5خواهدپذیرفتبنابراینتوالیهاییکهاینآنزیمهماشناسماییممیکننمددرسممت

پرایمرهاقراردادهشدهاند.

سیکلبااستفادهازپروتکلذکمرشمدهدربخمشمموادوروشهما35بهتعدادPCRبعدازانجام

رویژلالکتروفورزآگارزبردهشد.نتایج اصلازاینآنالیزنشاندهندهدرستبودنPCRمحصول

قطعههایسمنتزکننمدهنیمزممیمیباشدوتأییدکنندهسایزPCRکلونینگژنهاتوسطواکنش

 باشد.
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،چاهکدوم،BioRonخریداریشدهازشرکت100bp:چاهکاولنردبانژنیLINGO-1ژنPCRانجام-23-4شکل

وچاهکپنجمکنترلمنفی900bpباباندLINGO-1شدهازژنPCRسوموچهارمنمونه




،چاهکدومنردبانژنیBcl2L1شدهرویژنPCRمنمونهچاهکاولوسو Bcl2L1رویPCRانجام-24-4شکل

100bpخریداریشدهازشرکتBioRonوچاهکچهارمکنترلمنفی
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چاهکچهارمنردبانSox-1شدهرویژنPCRچاهکاولودوموسومنمونههای Sox-1رویPCR:انجام25-4 شکل

جمکنترلمنفیوچاهکپنBioRonخریداریشدهازشرکت1kbژنی

 

 XhoIو  NotIنتیجه هضم وکتور با آنزیم های محدود کننده  4-8-3

-psiدرپلاسممیداسمتخراجشمدهBcl2L1, LINGO-1, Sox-1همایجهتانجمامکلونینمگژن

checkIIابتدابایداینوکتورباآنزیمهایمحدودکنندهمناسببریدهشود.باتوجهبهطرا یانجمام

پذیرد.صور میXhoIوNotIبااستفادهازآنزیمهایمحدودکنندهگرفتهاینکار

بااستفادهازاینآنزیمهابریدهشمدهوسمپسرویژلpsi-checkIIباتوجهبهاینمطلبوکتور

الکتروفورزآگارزآنالیزگردید.اینکاربدینمنظورانجامگرفتتاهمغلظتوکتورپسازانجامعمل

ییمدشمود،زیمرادروربااستفادهازاینآنمزیمهماتأیمشاهدهگرددوهمبریدهشدنوکتهضمآنزیم

صورتیکههرکدامازاینآنزیمهانتوانندوکتورموردنظرراهضمکردهوبرشدهندباتوجهبهعدم

انجمامبریدهشدهبااینآنزیمهما،امکمانPCRوجودجایگاهچسبندهمناسببرایاتصالبامحصول

واکنشاتصالتوسطآنزیملیگازوجودنخواهدداشتوعملکلونینمگبماموفقیمتصمور نخواهمد

پذیرفت.

کهپمسازراNotIوXhoIبریدهشدهتوسطآنزیمهایpsi-checkIIشکلوکتور-26-4شکل

نممیدهمد.نشا،انجامهضموغیرفعالکردنآنزیمهایمحدودکنندهرویژلالکتروفورزبردهشد

 جفتبازدارد.6273برابرنیزدیدهمیشودطولیشکلاینوکتورهمانگونهکهدر
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چاهکاولپلاسمیدهضمشده،چاهکدومپلاسمیدهضمنشدهوچاهکسومنردبانpsi-checkIIپلاسمید-26-4  شکل

 BioRonخریداریشدهازشرکت1kb ژنی



 ,Bcl2L1, LINGO-1بماژنهمایکلمونشمده psi-checkIIورپسازانجامژلالکتروفورز،وکتم

Sox-1ligateشدند.باکتریDH5α ساعتکشتشبانهروزیدادهشدوسمپسدر16برایمد

سماعتکشمتمجمددداده2صبحانجامعملترانسفورم،ازباکتریهایکشتدادهشدهبرایمد 

موادوروشهاترانسفورمشدوباکتریهاروی 5-3-3شد.باکتریهاطبقروشگفتهشدهدربخش

کشتدادهشدند.LB-Agarپلیتجامد

-psiبعد از ترانسفورماسیون وکتورکلون شده  PCRنتیجه کلونی  4-8-4

checkII/Bcl2L1, psi-checkII/LINGO-1, psi-checkII/Sox-1 
ترانسفورماسیونانجاممیگیمرد.ییدکلونینگمعمولاًروزبعدازانجاماینمر لهازآزمونهایتأ

اینآنالیزباتوجهبهتعدادزیادکلونیهایرشدکردهرویپلیتصور میپذیردتمابمایمکآنمالیز

اولیهکلونیهاییکهبهنظرمثبتمیآیندوهمرویپلیت اویآنتیبیوتیکرشدکردهاندوهمم

یشودانتخابشوندوبمرایآنالیزهمایبعمدیوآنهاباندموردنظررویژلآگارزدیدهمPCRدر

تأییدنهاییآمادهشوند.

کهبرایکلونینگاستفادهشدهبوداستفادهBcl2L1برایانجاماینمر له،ازپرایمرهایخودژن

ازپرایمرهایطرا یشدهرویوکتورکهدرقبلوبعمد LINGO-1, Sox-1گردید.امابرایژنهای

محصمولواکمنشPCRپسازانجامهایمحدودکنندهقرارگرفتهاند،استفادهگردید.ازنا یهآنزیم

رویژلالکتروفورزآگارزبردهشد.کلونیهاییکهدرالکتروفورزآنهاباتوجهبهپرایمرهایاستفاده

جفتبازیدیدهشود،بهعنوانکلونیمثبتانتخابممیگمرددو 600,900,1600شدهباندموردنظر

هابهدرستیصور گرفتهاست. ا تمالزیادیهستکهعملکلونینگدرآن

البتهتوجهبهایننکتهضروریمیباشدکهلزوماًتمامیکلونیهاییکهدراینمر لمهازآزممون

میتواندنتایجمثبتنادرسمتPCRمثبتمیشونددرمرا لبعدینیزمثبتنخواهندبودوکلونی
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واردبماکترینشمدهرویبماکترییماوجمودDNAد.اینموردبهدلیلوجودقطعما نیزداشتهباش

هاییازژنکهعملاتصالآنزیمیدرآنهاصور نگرفتهاستمیتوانمدباشمد،ولمیبمههمرقطعه

صور اینروشیکروشسریعوارزانقیمتبراییافتنکلونیهاییکهباا تمالزیادکلونینمگ

پذیرفتهاست،میباشد.درآنهاصور 

رویکلونیهایرشدکردهرویپلیتآمپیسیلینپمسPCRنتیجهآنالیزکلونیهایزیرشکل

-psi-checkII/Bcl2L1, psi-checkII/LINGO-1, psiازانجامترانسفورماسمیونوکتمورکلمونشمده

checkII/Sox-1 درباکتریDH5αپیداست،کلونیهایید.همانگونهکهازشکلنیزنرانشانمیده

هادیدهمیشود.(،میتوانند نتیجهمثبتدادهاند)باندموردنظردرآنPCRکهواکنشهایکلونی

برایآنالیزهایبعدیمورداستفادهقرارگیرند.


هکوچاSox-1کلونمثبتازکلونینگژن12و8و4،چاهکSox-1رویکلونهایPCRنجامکلونیا-27-4شکل

1kbچپنردبانژنی15کلونمنفیاینکلونینگمیباشند.چاهک14و13و11و10و9و7و6و5و3و2و1های

 BIORONشرکت


کلونمثبتازکلونینگ13و12و11و9و8و5،چاهکBcl2L1رویکلونهایPCRانجامکلونی-28-4شکل

Bcl2L1100ازچپنردبانژنی1کلونمنفیاینکلونینگمیباشند.چاهک10و7و6و4و3و2وچاهکbpشرکت
BIORON
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و12و11و10و9و8و7و6و5و4و2،چاهکهایLINGO-1رویکلونهایPCRانجامکلونی-29-4شکل

فیازاینکلونینگ.چاهکاولکلونمن15و14و3میباشندوچاهکهایLINGO-1کلونمثبتازکلونینگژن13

 BioRonخریداریشدهازشرکت100bpنردبانژنی

 

نتیجه هضم آنزیمی روی پلاسمیدهای استخراج شده برای تأیید وجود ژن مورد  -4-8-5

 نظر

،PCRپممسازکشممتواسممتخراجپلاسمممیدازکلممونیهممایانتخممابشممدهدرمر لممهکلممونی

باهمانآنزیمهایمحمدودکننمدهکمهبمرایکلونینمگازآنهماپلاسمیدهایاستخراجشدهدوباره

استفادهشدهبودهضمگردیدهوبریدهشدند.اینکارمر لهدومازآزمونهایتأییدکلونینگصحیح

دربمینمموردنظمرمیباشد.درصورتیکهکلونینگبهدرستیصور گرفتهباشمدبایمدقطعمهژن

قرارگرفتهباشدوهمچنیندرصور بردنپلاسمیدرویژلآگمارزجایگاههایبرشدررویوکتور

رویژلدیدهشود.Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1جفتبازی600,900,1600قطعه

وXhoIباتوجهبهاینمطالبپلاسمیدهایاستخراجشدهبااستفادهازآنزیمهایمحدودکننمده

NotIمیرویژلالکتروفورزآگارزبردهشدتاوجودیمابریدهشدندوسپسنتیجهواکنشهضمآنزی

عدموجودباندموردنظربررسیگردد.درصور وجودباندمطلموبرویژلممیفهممیمکمهعممل

(Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1)کلونینگبهدرستیصور گرفتهاستوقطعههایژنیموردنظرمان

(درجایگاهمناسمبکلمونشمدهاسمت.اممادرpsi-checkIIدرونوکتورموردنظر)دراینجاوکتور

صورتیکهباندموردنظردیدهنشودنشانگرایناستکهعملکلونینگبهدرسمتیصمور نگرفتمهو

عملترانسفورماسیونبایدمجدداًانجامشودیااینکهازمابقیکلونیهاییکهرویپلیترشمدکمرده

بودند،استفادهگردد.
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-psiبا استفاده از پلاسمید  HEK 293Tت سلول های نتایج ترانسفک -4-9

checkII/Bcl2L1, psi-checkII/LINGO-1, psi-checkII/Sox-1 با روش

 لیپوفکتامین
-psi-checkII/Bcl2L1, psiبمماوکتورهممایHEK 293Tآزمممایشترانسممفکتسمملولهممای

checkII/LINGO-1, psi-checkII/Sox-1بممههمممراهوکتممورpLentiIII-miR-184درصممور عملکممرد

،بایدهمراهباpLentiIII-miR-184دروکتورGFPصحیحباتوجهبهوجودژنکدکنندهپروتئین

هاراهیافتهاست،باشد.اینموضوسبمهایمندلیمل سبزرنگشدنسلولهاییکهوکتوربهدرونآن

زدیدهمیشود.میباشدکهپروتئینفلورسنتسبزدرزیرمیکروسکوپفلورسنتبهرنگسب

 ,psi-checkII/Bcl2L1, psi-checkII/LINGO-1ترانسفکتسلولهادردوگروهتیمارباوکتمور

psi-checkII/Sox-1وکنترلانجامگرفت.گروهتیماراولکههمانوکتورهاینوترکیبیاستکهدر

ممیBcl2L1, LINGO-1, Sox-1جریاناینپروژهساختهشدهاندو ماویژنهمایکمدکننمده

باشند.درگروهکنترلعملترانسفکتبااستفادهازلیپوفکتامینصور میپذیردوهیچوکتوریبمه

افزودهنمیگردد.HEK 293Tمحیطکشتسلولهای

 Synthetic Renilla luciferase(hRluc)اینوکتور اویدوژنکدکنندهفلورسنتاستکمهژن

میباشمد.بمهHSV-TKتحتپروموترSynthetic firefly luciferase(hluc)وژنT7تحتپروموتر

میباشد.اگرژنمموردنظمرممادرایمنوکتموربمهpsi-checkIIهمیندلیلاستکهناماینوکتور

باشمد،miR-184قرارمیگیردواگمرایمنژن،همدفHSV-TKدرستیکلونشود،قبلازپروموتر

miR-184بنابراینسببجلوگیریازبیانژنبهژنمتصلشدهوhluc.میشود

-pLentiIII-miRدرگروهتیمارعلاوهبراضافهکردنوکتور اویژنهایمموردنظمر،پلاسممید

رویژنهایموردنظربررسیشود.miR-184نیزاضافهمیشودتانحوهاثر184

سنتممیباشمد.درایمنزیرمیکروسکوپفلورHEK 293Tنشاندهندهسلولهای30-4شکل

ترانسفکتشدهاندکمهبمانمورpLentiIII-miR-184وpsi-checkII/Bcl2L1شکلسلولهاباوکتور

فلورسنتومرئیبهصور همزمانونورفلورسنتمشاهدهمیشوند.ایمنتصمویرشمکلظماهری

راپسازترانسفکتنشانمیدهد.HEK 293Tسلولهای
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زیرمیکروسکوپفلورسنتمیباشد.دراینشکلسلولهاباوکتورHEK 293Tدهندهسلولهاینشان-30-4شکل

psi-checkII/LINGO-1وpLentiIII-miR-184ترانسفکتشدهاندکهبانورفلورسنتومرئیبهصور همزمان

ازترانسفکتنشانمیدهد.راپسHEK 293Tونورفلورسنتمشاهدهمیشوند.اینتصویرشکلظاهریسلولهای

 
زیرمیکروسکوپفلورسنتمیباشد.دراینشکلسلولهاباوکتورHEK 293Tنشاندهندهسلولهای-31-4شکل

psi-checkII/Sox-1وpLentiIII-miR-184ترانسفکتشدهاندوبانورفلورسنتمشاهدهمیشوند.اینتصویر

ازترانسفکتنشانمیدهد.راپسHEK 293Tشکلظاهریسلولهای

 
 

-HEKروی سلول Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1نتایج لوسیفراز ژن های  -4-10

T293  

کمهpsi-checkII کلونشمدهدروکتمور Bcl2L1, LINGO-1, Sox-1درآنالیزلوسیفرازژنهای

وادومم5-3باآنهاترانسفکتشدهاند،طبقروشگفتمهشمدهدربخمشHEK-T293سلولهای

روشهاموردبررسیقرارمیگیرند.اعدادبهدستآمدهدراینآنالیز،طبقفرممولبمههممتقسمیم

شدهوعددنهاییبهدستآمدهمیزانکاهشبیانژنهارانشانمیدهد.
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تقسمیمممیFireflyرابهعددبهدسمتآممدهازRenillaبهاینترتیبکهعددبهدستآمدهاز

ومتقسیمبرعدداول(ونتیجهبهدستآمدهراباکنترلمقایسهمیکنیم.کنیم.)عددد

%80میزانBcl2L1مشاهدهمیشود.دراینآنالیزنشاندادهشدکهژنزیرنتایجلوسیفرازدر

%کاهشبیانداشتند.در63میزانSox-1%کاهشبیانوژن45میزانLINGO-1کاهشبیان،ژن

نمونهاستفادهشدونهایتاًمیانگیننتایجبهدستآمده3بررسیمیزانکاهشبیانازاینآنالیزبرای

 درنظرگرفتهشد.
 


 

Sox-1و Bcl2L1 ، LINGO-1بررسینتایجلوسیفرازرویژن32-4شکل





 نتایج آزمایشات روی موجود زنده:-4-11

نیزآزمایشهاییانجامشد.درایندرموجودا زندهmiR-184دراینپروژهبرایبررسیتأثیر

،in vitroباهمماناثمریکمهرویبیمانژنهمادر المتmiR-184آزمایشهامشاهدهشدکه

درجمدولزیمرRT-PCRهایموردنظررادرموجودزندهتحمتتمأثیرقمراردادهاسمت.نتمایجژن

مشخصشدهاست.
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ودرمانبیماریهایخودایمنیازجملهموضوعاتیهسمتندکمهعلائمدردنیایامروزعلتبروز،

بدنبمهدستگاهایمنی دهدکهبیماریخودایمنیهنگامیرخمیذهندانشمندانرادرگیرکردهاند.

هایخمودایممنشناسماییشمدهنوسازبیماری۸۰تاکنون.کنداشتباه ملهبهخودبدنراآغازمی

مطالعما نشماندادهانمدکمهگیمرد.بدنرادربمرممیهایسلول و هابافت استکهطیفوسیعیاز

.همچنینمشخصشدهاستکهایمنکنندهایخودایمنیزنانرابیشترازمردانگرفتارمیبیماری

بمه،بمودهیرفتوبرگشتبهصور هااینبیماریدرعلائمد.بروزدستهازبیماریهازمینهارثیدارن

درممکناستبیمارمدتیهیچعلامتینداشتهباشمدوبعمد ملمهشمدیدوناگهمانیاینترتیبکه

.گویندبیماریمی 1ورشدنشعله بیماررخدهدکهبهآن

ماندهوقابلیتدرممانصمددردباقیالعمربافرهستندکهمادام ینهایمزمبیماری ،هااینبیماری

.تابهامروزبرایدرماناینبیماریهاازداروهااستفادهمیکردند.البتهشایانذکراسمتصدندارند

همایکند.افرادمبمتلابمهبیمماریعلاوهبرداروها،کاهشاسترسهمبهبهبودیعلائمکمکمیکه

مداومورزش،خوردنرژیمغذاییمناسمبوداشمتنخموابخودایمنیبایدعادا سالمیمانندانجام

کافیرابرگزینند.

ازجملهبیماریهایخودایمنیکهامروزهجهانرادرگیمرخمودکمردهاسمت،بیمماریمولتیپمل

میباشد.دراینبیماری،کههنوزعلتاصلیآنمشخصنشدهاست،سلولهای (MS)اسکلروزیس

یمرکزی ملهمیکنندوغلافمیلمینرادچمارآسمیبممیکننمد.ایمنیبهسیستمدستگاهعصب

غلافمیلین،غلافیاستکهدرانتقالدرستپیامعصبینقشبسزاییداردولازمبهذکراسمتکمه

اینغلافتوسطسلولهایالیگودندروسیتیتولیدمیشود.علاوهبرداشتنروشزندگیسالمونیز

استفادهازسلولهایبنیادیمغزاستخوانیادرواقعسملولدرممانیبمرایاستفادهازداروها،امروزه

هایبنیادیرویمحیطکشترشدسلولدرماناینبیماریدرردهپیشنهادا جدیدقرارمیگیرند.

همایخمودایمنمموردتواننددرمهاریادرمانبیماریکهمی،هایمختلفدادهشدهوسپسبهسلول

علتاستفادهازاینسلولهاترشحموادیاستکهسیستمایمنییابند.تمایزمی،گیرنداستفادهقرار

رامهارمیکندوهمچنینمیتوانآنهارابهسلولهاییکهدراثربیماریازبینرفتهاند،تممایز

گمرانقیممت،اخیراًمطالعا بهدلایلمختلفیازجمله.دیدهکردهاراجایگزینبافتآسیبآندادو

سختوطولانیبمودنروشهمایدرممانیذکمرشمده،بمهسممتروشهمایمولکمولیسموقداده

.اینجهتگیریهدفمند،بهدلیلمشخصشدنکاربردهمای(Zhao, He et al. 2010)اندشده

متعددبیومولکولهایغیرکدشوندهدرتشخیص،جلوگیریازبروزودرمانبیماریبودهاست.

،(miRNA)همایغیرکدشموندهRNAبااسمتفادهازسعیبراینبودهاستکهدراینمطالعهنیز

رابهسملولهمایالیگودندروسمیتتممایز (NPSCs)سلولهایبنیادیپیشسازسلولهایعصبی

بممهسملولهممایNPSCپممیشبمردرونممدتممایزسمملولهمایدرواقممعهمدفایممنمطالعمهدهمیم.

دهمیباشد.ترمیمبافتآسیبدیوالیگودندروسیتی
                                           

1
 Flare-up 
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بررسیهاییکهبادستگاههایباتوانعملکردیبالارویرونوشتهایسلولیانجامگرفت،نشان

ژنومیپستانداراندرسلولرونویسیمیشود.باتوجهبهرونمدمشماهدهDNAدادندکهبخشاعظم

رونویسیایجادشوندشدهدرتکاملعقلانیبهنظرنمیرسدکهتمامیاینرونوشتهادراثرخطادر

وباوجوداینکهبرایبسیاریازآنهاهنوزعملکردیمشخصنشدهاستولیتعدادیازاینرونوشمت

هاهستندکهعلیرغماینکههیچپروتئینیازرویآنهاترجمهنمیشودولیعملکردآنهابهروشنی

شموندوهمرروزبمرتعمدادوهاکهبمهپمروتئینترجممهنممیRNAتعیینشدهاست.ایندستهاز

هایغیرکدشوندهمینامند.RNAعملکردهایآنانافزودهمیشودرا

22-20همابماطمولی مدودmicroRNAهمایغیرکدشموندهبمهدودسمتهRNAبهطورکلی

نوکلئوتیدتقسیممیشوند.تماکنمون200هایغیرکدشوندهبلندباطولبیشازRNAنوکلئوتیدو

،بمههمممختلفازجملهتغییمرا اپمیژنتیمکندههایغیرکدکنRNAختلفیبرایعملکردهایم

 miR-184درایمنپمروژهاز،کنترلترجمهوکنترلرونویسیمشخصشدهاست.mRNAپیوستن

برایانجامتمایزبهسمتسلولهایالیگودندروسیتیاستفادهشدهاست.

تهسلولعصبیتولیدمیشودکهعبارتنداز:سلولسهدس،NPSCدرمسیرتمایزازسلولهای

هاینورونی،سلولهایآستروسیتیوسلولهایالیگودندروسیتی.درمسیرتمایزبههرکدامازاین

 سلولهاژنهایینقشدارندکهبامهاراینژنهامیتوانآنمسیرخاصرانیزمهارکرد.

 Letzen, Liu)پیشنهادشدهبود MSدردرمانبیماریmiR-184درمطالعا اخیراثرا تمالی

et al. 2010)راینپروژهنشاندادهشدکه.دmiR-184بااتصالبهژنBcl2L1نقمشخمودرادر

ازجملهژنهایاصلیدرمسمیرتممایزبمهBcl2L1مسیرتمایزیالیگودندروسیتیایفامیکند.ژن

سمتسلولهایآستروسیتیمیباشدوهمانطورکهگفتهشدبامهارتمایزبهسمتسملولهمای

تمایزالیگودندروسیتیبهبودمییابد.آستروسیتی،مسیر

روندتمایزیبهسمتسلولهمایNPSCدرسلولهایmiR-184دراینمطالعه،باافزایشبیان

ییmRNAمیتواندچندینهدفmiRNAالیگودندروسیتیبهبودپیدامیکند.باتوجهبهاینکههر

مموردنظراداممهپیمداmiRNAررسیهدفهایداشتهباشد،بنابراینمطالعا بیوانفورماتیکیبرایب

کرد.

قابلیمتاتصمالبمهژنmiR-184درادامهمطالعا بیوانفورماتیکیدراینپروژه،مشخصشدکه

Sox-1وLINGO-1 رانیزداراست.بررسیهانشاندادندکهژنSox-1ازجملهژنهایدخیلدر

مسیرتمایزبهسمتسملولهمایLINGO-1دوژنروندتمایزبهسمتسلولهاینورونیمیباشن

باژنهایذکرشده،بهترتیمبmiRNAالیگودندروسیترامهارمیکنند.بنابراینبابرهمکنشاین

درمسیرتمایزالیگودندروسیتیLINGO-1مسیرتمایزنورونیمهارشدهومهارایجادشدهتوسطژن

کردروندتمایزالیگودندروسیتیکمکمیکند.ازبینمیرودواینخودبهبهبودعمل

درروندتمایزموردمطالعهقرارگرفتمهبودنمدودرایمنmiR-219وmiR-338پیشازایننقش

همانقمشاساسمیدررونمدتممایزیالیگودندروسمیتیmiRNAمطالعا مشخصشدهبودکمهایمن
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miR-184.اینمطالعهاولینمطالعهایاستکهبهبررسینقمش(Zhao, He et al. 2010)دارند

درmiR-184درروندتمایزالیگودندروسیتیمیپردازد.دراینمطالعهپسازبررسمیافمزایشبیمان

موردآزمایشقمرارmiR-184،میزانافزایشوکاهشژنهایخاصیتحتتأثیرNPSCسلولهای

بهعنوانسلولهایپیش،OPCچنینمیزانبیانآنتیژنهایویژهایدرسلولهایگرفتند.هم

سازالیگودندروسیتها،نیزموردبررسیقرارگرفتند.

وهمکارانشZhaoآزمایشهایانجامشدهرویمغزجنینموش،مشابهآزمایشیکهدرمطالعه

،بهعنوانتأییدیرویآزممایشهمای(Zhao, He et al. 2010)رویمغزجنینجوجهانجامشد

 اویسلولهایبنیادیپیشسازعصبیمی12.5پیشینمیباشد.چراکهمغزجنینموشدرروز

بهاینسلولهاکاملاشرایطمشابهشرایطآزمایشرویسلولهاایجمادmiR-184باشدوباتزریق

RT-PCRبررسیمیشود.همچنینبمابررسمینتمایجNPSCsوتأثیررویسلولهایمیشود

از in vivoداشتهرادر المتin vitroهمانتأثیریکهدر التmiR-184نشاندادهشدکه

هامیشود.قابملذکمرNPSCخودنشانمیدهدوسببالقایمسیرتمایزیالیگودندروسیتیدر

غزموشدرنا یهویژهایازمغزکهایندستهازسلولهما ضموردارنمد،یعنمیاستکهتزریقبهم

،انجمامشمدهاسمت.هممیناممرنشماندهنمدهعملکمردSubventricular zone (SVZ)نا یمه

میباشدواینکهافزایشبیاندرمارکرهایسلولهایالیگودندروسیتیmiR-184اختصاصیوویژه

آستروسمیتیونمورونیونیمزالقمایمسمیرتممایزیدلیلمیجمزتزریمقوکاهشبیاندرمارکرهای

microRNA.موردنظرماندارد



 دستاوردهای طرح -5-1

RNAباتوجهبهنتایجاخمذشمدهدرمرا ملانجمامآزممایشهمایمختلمفبمهنظمرممیرسمد

هسممتمیتواندبهعنوانیکگزینهمناسمبجهمتبهبمودرونمدتممایزبمmiR-184غیرکدشونده

هایالیگودندروسیتیاستفادهشود.سلول

،میزانافزایشmiR-184با NPSCهمانگونهکهدرنتایجذکرشد،پسازترانسداکتسلولهای

بماSox-1,LINGO-1, GFAP, NFMوهمچنینکاهشبیانژنهایOlig-2, MBPبیانژنهای

تندومشخصشدکهژنهایذکرشدهموردبررسیقرارگرف7,14,21درروزهایQRT-PCRروش

طبقپیشبینیهایموردنظرافزایشوکاهشبیانراازخودنشانممیدهنمدکمهعلمتآنتمأثیر

miR-184.میباشد

NPSCسلولهایترانسداکتشده،ICCبرایتأییدبیشتردرسطحپروتئیندرآزمایشبعدی،

 ,Olig-2یکسشدندوافمزایشبیمانآنتمیژنهمایخانهف4بههمراهگروهکنترلرویپلیتهای

NKX2.2،کهآنتیژنهایبیانیتوسطسلولهایپیشسازالیگودندروسیتها(OPC)،میباشند

درگروهترانسداکتشدهنسبتبهگروهکنترلمطابقبافرضیا پروژهنشاندادهشد.
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درگروهترانسداکتOlig-2, NKX2.2درآزمایشوسترنبلاتینگنیزنشاندادهشدکهژنهای

شدهنسبتبهگروهکنترلافزایشبیانداشتهاند.درواقعاینآزمایشنیزتأییدیبرآزممایشهمای

قبلیبود.

میتواندازطرفمیبمهعنموانمهارکننمدهمسمیرهایmiR-184دراینمطالعهنشاندادهشدکه

ربهعنوانالقاگرمسیرتمایزیالیگودندروسیتیباشد.تمایزینورونیوآستروسیتیونیزازطرفدیگ

دراینزمینهانجامشدهmiRNAالبتهاینمطالعهاولینمطالعهایاستکهدرروندتمایزیاین

است.بنابرایناینا تمالوجودداردکهدرموجودزندههمیناثررانشانندهدواینرونمدتممایزی

تمغزسوقیابدکهدراینصور عواقبیازجملهازبمینبمردنتعمادلبهسلولهایدیگریدرباف

هوموستازیویا تیایجادسرطاندرپیشدارد.

لازمبهذکراستکهدراکثرمطالعا انجامشدهرویتمایزسلولهمایبنیمادیبمهسملولهمای

.در(Monaco, Maric et al. 2012) الیگودندروسیتیتنهاازفاکتورهایرشداستفادهشدهاست

نیمزممورداسمتفادهmiR-184کهدراینتحقیق،علاوهبراینفاکتورهایرشد،ترانسداکشنبا الی

قرارگرفتوازاینرومد زمانتمایزموردبررسیقرارگرفمت.مشمخصشمدکمهترانسداکشمنبما

miR-184روزکاهشمیدهمد،درصمورتیکمهغلظمتونموس21روزبه48مد زمانتمایزرااز

میباشد.miR-184رهایرشدهیچتغییرینداشتندوتنهافاکتورمتغیر، ضورفاکتو

-miRباتوجهبهجمیعجها نتایجاینپروژهمیتوانندبهعنواناولینگامجهتبررسمینقمش

وهمچنیننقشا تمالیآندربهسلولهایالیگودندروسیتی NPSCدرروندتمایزسلولهای184

کهیکیازمهمترینعللمر ومیردرسراسرجهاناست،محسموبشمود.هممMSدرمانبیماری

هایغیرکدشموندهکمهبمهتمازگیدردرممانRNAچنینمیتواندتأکیدبیشتریرویاستفادهاز

هابیماریهایخودایمنیموردتوجهقرارگرفتهاندوتاکنونمطالعا زیادیرویعملکردونقشآن

ناگونانجامنگرفتهاست،باشد.دربیماریهایگو
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 پیشنهادات برای پژوهش های آینده -5-2

هادربیولوژیمولکولییکیازجدیدترینوپربحثترینروشهامیباشمد.miRNAاستفادهاز

هایغیرکدکنندهبهعنوانفاکتورهایتنظیمیبیانژنمحسوبمیشوندودرمرا ملRNAاین

هامیتواندربحثهایmiRNAرژنهایهدفمیشوند.ازاینویژگیپسازرونویسیسببمها

همانقمشمهممیدردرممانmiRNAوسیعیاستفادهکمرد.درمطالعما اخیمرنشماندادهشمدکمه

هادردرمانبیماریهماممؤثرmiRNAهایخودایمنیایفامیکنند.بنابراینبررسیعملکردبیماری

همادربافمتهمایبیممارانmiRNAدیگرموردمطالعه،بررسی ضورمیباشد.ازجملهزمینههای

MSنقشآنهادربروزبیماریومانیتورکردنپیشرفتبیمماریوپاسمخبیمماربمهروشهمای،

هایغیرکدشوندهبمهعنموانRNAدرمانیمختلفموردارزیابیقرارگیرد.همچنینمیتوانازاین

تربیماریهااستفادهکرد.بیومارکربرایشناساییسریع

تکراروتأییدآزمایشهایانجامگرفتهدراینپروژهتوسطپژوهشگراندیگرمموردنیمازاسمتتما

رویرونمدmiR-184دادههایبهدستآمدهکاملاًمورداعتمادباشند.همچنمیناثمرافمزایشبیمان

قرارگیرد.ازطرفیبایدسایرژنهایدرموجودزندهنیزبایدموردبررسیNPSCتمایزیسلولهای

مؤثردرمسیرتمایزیالیگودندروسیتینیزبررسمیشموندتمابمهعنموانتأییمدنهماییدرتمأثیرایمن

miRNA.باشد

همایmiRNAهایغیرکدکنندهبرایپیمداکمردنRNAهمچنینانجاممطالعا گستردهروی

 پیشنهادیاینپروژهمحسوبمیشود.همچنمینمؤثردیگردراینمسیرتمایزی،ازدیگرتحقیقا

انجامپروژهرویموجودا زندهمشابهانسانوواردشدهتحقیقا بهفازکلینیکیاینآزممایش،ممی

درمغمزmiR-184تواندانجامپروژههایآیندهراپیشبینیکند.بررسیهموزیگو بودنعملکرد

دهدراثرتزریقسرطانایجادنشودازاهمدافپمژوهشهمایموجودزندهوبررسیاینکهدرموجودزن

همادر miRNAآیندهمحسوبمیشود.علاوهبراین،پمژوهشهمایآینمدهدرارتبماطبماعملکمرد

باشد.اینتلاشهاMSهایایمنی،میتواندتأییدیبرنتایجدادههایمادربیماریخودایمنیپاسخ

باشمند.اگرچمهبایمدMSهایجدیدیدررابطمهبمادرممانبیمماریمیتوانندسببارائهاستراتژی

مطالعا بیشتریدراینزمینهرواجیابد.
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Abstract: 
Multiple sclerosis (MS) is a chronic, inflammatory disease of the central 

nervous system (CNS). It causes damage to oligodendrocytes and axons in 

the CNS. Definite causes of MS have not been recognized yet. As 

oligodendrocyte precursor cells (OPCs) can be detected in MS lesions, it is 

plausible that the endogenous repair mechanisms that normally respond to 

myelin damage become defective throughout the course of disease. One 

suggested way of compensating this deficiency is to use iPSC-derived 

OPCs, which were shown to successfully remyelinate. Because of the low 

efficiency and long differentiation interval of using OPCs to generate 

oligodendrocytes, scientists became interested in molecular driving factors 

such as microRNAs, which are small noncoding RNAs that play important 

regulatory roles in various cellular processes by cleavage or translational 

inhibition of their target mRNAs. In this study, we recruited the lentiviral 

based overexpression of miR-184 to enhance the differentiating process of 

human neural progenitor stem cells (hNPSCs) to oligodendrocytes. QRT-

PCR results showed the down regulation of target genes including Bcl2L1, 

LINGO1 and Sox1 and also up regulation of oligodendrocyte specific 

genes such as Olig2 and MBP. Western blotting and immunocyto 

chemistry experiments results are also in accordance with qRT-PCR 

results. In conclusion, we could confirm the enhancer role of miR-184 in 

inducing the differentiation of hNPSCs to oligodendrocytes, both from 

efficiency and temporal point of view. Currently, in vivo studies are under 

operation which hopefully confirm our in vitro studies. 

Key words: MS, microRNA, Human Neural Progenitor Stem Cells, 

Oligodendrocytes, Central Nervous System, Differentiation, Transduction, 

Lentivirus packaging 

 

 
 


